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RESUMO

A mancha das folhas da videira (MFV) ¢ causada pelo fungo Pseudocercospora vitis, doenga
importante em vinhedos de cultivares de Vitis labrusca e seus hibridos. Nao hé relatos na literatura
que especifiquem as condi¢des que favorecem a infecgao deste patdgeno e se esta doenga apresenta
diferenga nos niveis de severidade nas diversas cultivares de videiras. A MFV causa desfolha
antecipada da videira e o controle da doenca ¢ realizado geralmente pelo uso da calda bordalesa.
Na primeira etapa deste estudo foram definidas as condig¢des favoraveis para germinagao, tamanho
de tubo germinativo e crescimento micelial de P. vitis e estudou-se a suscetibilidade de cultivares
de V. labrusca e hibridas a doenga. Na segunda etapa foi avaliada a eficacia de utilizagdo de novos
produtos para o controle da doenca em campo com alta pressdo de indculo. Em cdmara de
crescimento, foi quantificada a severidade da MFV em dez diferentes cultivares de videira
(‘Bordo’; ‘Concord’; ‘Isabel’; ‘Isabel precoce’; ‘Niagara rosada’; ‘BRS Carmem’; ‘BRS Cora’;
‘BRS Magna’; ‘BRS Violeta’; ‘BRS Vitoria’). Na fase de campo, avaliou-se a severidade da MFV
ao longo do tempo nas safras 2016/2017 e 2017/2018, verificando a eficacia de controle da doenca
pelos tratamentos: testemunha (sem aplicagdo); aplicagdo de agua; acetato de eugenila (0,1%)
acrescido ou niio de bicarbonato de potassio; calda bordalesa (0,3%); Serenade® (0,2%) aplicado
isoladamente ou acrescido de melado de cana a 1 e a 2% e produto tecnologico PTCV. A
temperatura 6tima para a germinacao de conidios de P. vitis foi de 28 °C e para o crescimento do
tubo germinativo a temperatura ideal foi de 27 °C. Para peso micelial a temperatura 6tima foi 26,4
°C. A maior germinagdo do patdégeno ocorreu com molhamento de 45,5 horas e temperatura de
29,6 °C. O periodo de incubagdo nas cultivares variou de 26 a 51 dias. A curva de progresso da
doenga mostrou diferengas entre as cultivares testadas, sendo que a ‘Concord” e a 'BRS Vitoria”
foram as mais resistentes. Nas plantas inoculadas a 25 °C, o nimero de lesdes aumentou ao longo
do tempo, estabilizando-se aos 42-47 dias. Apds esse periodo, ndo surgiram novas lesdes, apenas
lesdes ja estabelecidas aumentaram de tamanho. Dos tratamentos testados, o acetato de eugenila
isoladamente ou acrescido de bicarbonato de potéassio e o produto tecnologico PTCV tiveram
melhor controle da doenca reduzindo a severidade média aos 42 dias de avaliagdo em relagao aos
demais tratamentos. Os resultados obtidos neste trabalho definem que temperaturas mais elevadas
(entre 26 e 28 °C) favorecem o desenvolvimento do patdogeno. Cultivares Concord e BRS Vitoria
sdo mais resistentes a MFV, enquanto ‘Bordo’ e ‘BRS Violeta’ sdo as mais suscetiveis. O acetato
de eugenila isoladamente ou acrescido de bicarbonato de potassio e o produto tecnoloégico PTCV
sdo alternativas promissoras para controle da MFV.

Palavras-chave: Vitis labrusca. Infec¢do. Intensidade de doenga. Suscetibilidade. Curva de
progresso.



ABSTRACT

Grapevine leaf spot (GLS) is caused by the fungus Pseudocercospora vitis, an important disease
in vineyards of Vitis labrusca cultivars and its hybrids. There are no reports in the literature that
specify the conditions that favor the pathogen infection and whether this disease presents a
difference in severity levels in the several grapevine cultivars. GLS occurrence causes early
defoliation of the vine. Disease control is usually carried out by the use of the Bordeaux mixture.
In the first part of this study, favorable conditions were defined for germination, germinative tube
size and mycelial growth of P.vitis and the susceptibility of V. labrusca cultivars and hybrids GLS
was studied. In the second part, the efficiency of using new products to control the disease in the
field with high inoculum pressure was evaluated in two consecutive harvests. In a growth chamber,
the GLS severity was quantified in ten different vine cultivars (‘Bordd’, ‘Concord’, ‘Isabel’,
‘Isabel Pecoce’, ‘Niagara Rosada’, ‘BRS Carmem’, ‘BRS Cora’; ‘BRS Violeta’, ‘BRS Vitoéria’).
In the field phase, GLS severity was evaluated over time in the 2016/2017 and 2017/2018 harvests,
checking the efficiency of disease control by the treatments: control (without application); water
application; eugenyl acetate (0.1%) with or without potassium bicarbonate addition; Bordeaux
mixture (0.3%); Serenade® (0.2%) applied alone or with cane syrup at 1% and 2%; and
technological product (PTCV). The optimum temperature for the germination of P. vitis conidia
was 28 °C, and for germinative tube growth, the ideal temperature was 27 °C. For mycelial weight,
the optimum temperature was 26.4 °C. The highest pathogen germination occurred with 45.5 hours
of wetting and 29.6 °C. The incubation period in the cultivars ranged from 26 to 51 days. The
disease progress curve showed differences among the cultivars tested, with ‘Concord’ and ‘BRS
Vitoria’ being the most resistant ones. In plants inoculated at 25 °C, the number of lesions
increased over time, stabilizing at 42-47 days. After this period, no new lesions appeared, only
lesions already established increased in size. Of the treatments tested, eugenyl acetate plus
potassium bicarbonate or not and the technological product PTCV had better control of the disease
reducing the average severity at 42 days of evaluation in relation to the other treatments. The
results obtained in this work define that higher temperatures (between 26 and 28 °C) favor the
development of the pathogen. Cultivars Concord and BRS Vitoria are more resistant to MFV,
while ‘Bordo’ and ‘BRS Violeta’ are the most suscetible. Eugenyl acetate plus or not of potassium
bicarbonate and the technological product PTCV are promising alternatives for the control of
MFV.

Keywords: Vitis labrusca. Infection. Disease intensity. Suscetibility. Progress curve.
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1. INTRODUCAO GERAL

A videira ¢ a quarta fruta mais produzida mundialmente, ficando atras apenas
da banana, melancia e mag¢a (FAO, 2019). A destinacdo da produgao mundial de uva,
segundo a estimativa da Organizagao Internacional de Uva e Vinhos, se d4 em uvas para
processamento e uvas ndo processadas. Em 2016 das mais de 72 milhdes de toneladas de
uva produzidas mundialmente, 39,3 milhdes de toneladas foram destinadas para
processamento e 33,3 milhoes de toneladas de uvas nao processadas. Para processamento,
35,9 milhdes de toneladas foram para a producdo de vinhos, totalizando uma produgao de
aproximadamente 27 milhdes de litros da bebida (para producao de um litro de vinho sao
necessarios 1,32 kg de uvas frescas). Os demais 3,7 milhdes de toneladas foram
destinados para produc¢do de mostos e sucos. Da uva ndo processada, 26,8 milhdes de
toneladas eram uvas de mesa e 6,5 foram destinadas para a producao de uvas secas, neste
caso, para um quilo de uva seca, sao necessarios quatro quilos da fruta fresca, resultando
em uma produc¢do de 1,5 milhdes de toneladas de uvas secas.

O maior produtor mundial de uva ¢ a China, com mais de 13 milhdes de
toneladas. O Brasil, ocupa a 19° posicao do ranque mundial, com 1,9 milhdes de toneladas
da fruta, dados referentes ao ano de 2017 (FAO, 2019). A produgao brasileira de uva tem
como principal finalidade o consumo do fruto in natura e a producdo de sucos e vinhos
de mesa. (IPARDES, 2018). A regido sul brasileira, predominantemente a serra gaucha
(Rio Grande do sul) ¢ responsavel pela metade da producdao nacional, com 956 mil
toneladas da fruta, seguida pelo Vale do Sdo Francisco, 677 mil toneladas (estados de
Pernambuco e Bahia) (IBGE, 2019).

O estado do Parand, ocupa a sexta posi¢do nacional, com 56 mil toneladas de
uva. O municipio com destaque pela maior produg¢do paranaense (11 mil toneladas) ¢

Marialva, na regido norte do estado. A regido metropolitana de Curitiba, ocupa a sexta
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posicao (3 mil toneladas) com destaques as regides Almirante Tamandar¢, Campo Largo,
Colombo e Sao José dos Pinhais com produgdo entorno de 500 toneladas cada, dados
referentes ao ano de 2017 (IBGE, 2019).

A cultura da videira apresenta grande predisposi¢do as doencas foliares que
acometem a cultura como: ferrugem (Phakopsora euvitis); mancha das folhas da videira
(Pseudocercospora vitis); oidio (Uncinula necator); mildio (Plasmopora viticola) e a
antracnose (Elsinoe ampelina) que além das folhas causa sintomas nos ramos jovens e
em bagas ainda verdes. Dentre estas doengas, a mancha das folhas da videira (MFV) ¢
uma doenga muito importante na cultura, porque afeta especialmente, cultivos de videiras
americanas (Vitis labrusca (L.)) e seus hibridos, ocorrendo no final do ciclo dessas
plantas. Apos a colheita, a doenga se intensifica no vinhedo, favorecida pelas condigdes
climaticas, onde temperatura ¢ umidade sdo mais elevadas e ha ocorréncia de maiores
volumes de chuva, além de ser um periodo em que os viticultores ndo realizam mais
controles fitossanitarios (AMORIM et al., 2016).

A MFV ¢ causada pelo fungo Pseudocercospora vitis (Lév.) Speg. (1910) -
sinonimia Isariopsis clavispora ((Berk. & Curtis) Sacc. 1886), teleomorfo
Micosphaerella personata B.B. Higgins (1929) (MYCOBANK, 2015), pertencente ao
filo Ascomycota, (MASSOLA Jr., 2018), da Ordem Capnodiales, que engloba agentes
fitopatogénicos causadores de doengas em folhas, da familia Mycosphaerellaceae, com
maior ocorréncia na fase anamorfica. O ataque da doenga € mais severo em condi¢des de
alta temperatura e umidade, o que explica a maior ocorréncia da doen¢a durante verdes
chuvosos, aparecendo primeiro nas folhas mais velhas (SONEGO et al., 2003).

Esta doenca esta associada a uma desfolha precoce, o que pode afetar o acumulo
de carboidratos, fonte de nutrientes para a brotacao do proximo ciclo e consequentemente

a reducdo na producdo da safra seguinte (LIANG et al., 2016) como ja relacionado para
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varios patogenos semelhantes em frutiferas. A exemplo tem-se a influéncia da desfolha
causada pelo fungo Tranzschelia discolor na produtividade de pessegueiro (ALVES e
MAY DE MIO, 2008) ¢ a alta severidade do mofo-preto, Pilgeriella anacardii, afetando
a producdo em cajueiro-ando (CARDOSO et al., 2005). Para videira ainda ndo foram
encontrados trabalhos cientificos sobre danos e perdas causadas pela MFV.

Os sintomas da MFV, aparecem inicialmente, nas folhas mais velhas da planta
como manchas irregulares que podem atingir at¢ 2 cm de didmetro com um halo
amarelado ou verde claro bem visivel, sendo normalmente muito numerosas e podendo
coalescer. Na face abaxial da folha, no tecido correspondente ao sintoma, observa-se uma
coloracdo pardacenta que sdo as frutificacdes do fungo, em estruturas denominadas de
sinémios, onde sdo produzidos os conidios. Nao ha perfuragdes, nem deformacgdes das
folhas. (AMORIM et al., 2016; WILCOX et al., 2016). A disseminac¢ao dos conidios
produzidos nas lesdes ocorre principalmente através do vento e por respingos de agua de
chuva e de irrigagdo (SONEGO et al., 2003; AMORIM et al., 2016).

A MFV ¢ uma doenga policiclica, com rapido aumento da epidemia ao longo do
tempo, devido aos varios ciclos secundarios de reproducao do fungo, que ocorrem dentro
de um mesmo ciclo da cultura. Na literatura ndo ha relatos de trabalhos que determinam
as condigOes ideais para o processo de infeccdo de P. vitis, como a germinagdo € o
crescimento micelial, fato que enobrece a linha de pesquisa deste trabalho. O
entendimento destas duas varidveis € muito importante para compreender como ocorre a
infeccdo, ou seja, quais fatores afetam desde a deposicdo dos esporos do patogeno, a
penetracdo e colonizacdo do tecido hospedeiro até a reprodugdao do fungo, processo
denominado de monociclo do patogeno (BERGAMIN FILHO et al., 2018). O
conhecimento das condig¢des favoraveis para o desenvolvimento do fungo sdo importantes

para definir estratégias de controle da doenca ja estudados em alguns patossistemas, como
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para a mancha de alternaria em girassol (4lternaria helianthi) (LEITE e AMORIM, 2002)
e a podridao estilar em goiabas (Botryosphaeria dothidea, Neofusicoccum parvum e
Neofusicoccum ribisforam) (NOGUEIRA Jr et al., 2016).

Em relacdo ao hospedeiro, videiras da espécie V. labrusca e seus hibridos, sao
relatadas como propensas a ocorréncia da MFV (AMORIM et al., 2016), apresentando
diferentes niveis de suscetibilidades a esta epidemia. Para esta doenca ndo ha estudos que
diferenciem a resposta da planta ao ataque do patdogeno nas diferentes cultivares
existentes e nas cultivares que sdo lancadas no mercado pelos 6rgaos de pesquisa. O
entendimento da suscetibilidade da videira a MFV pode auxiliar na escolha de materiais
com menor propensao a severidade causada pelo fungo, ou ainda, melhorar a distribuigao
geogréficas das cultivares em fun¢do de areas com grande pressao de inoculo.

No campo, a doenga alcanga maxima incidéncia no final do ciclo da cultura, como
observado por Ferreira (2012), que constatou que temperaturas mais elevadas e maiores
volumes de precipitagdo influenciam o aumento da epidemia ao longo do tempo, aliado a
redu¢do ou nulidade de aplicagdes fitossanitarias pelos produtores, devido ao término da
colheita da uva (PEDRO JUNIOR et al., 1999). O conhecimento do comportamento da
MFYV a campo, época de inicio, seguido pelo aumento da incidéncia e consequentemente
da severidade ao longo do tempo, geram informagdes que descrevem a doenga, auxiliando
assim, o entendimento para o melhor manejo da cultura a campo. Parametros
epidemiologicos, gerados pelo uso de modelagem dos dados ja sdo bastante usados em
frutiferas (BAGGIO et al., 2017, MORALES et al., 2018; MOREIRA et al., 2014). Por
meio deles pode-se determinar o indculo inicial e a taxa de aumento da doenca, bem
como, inferir sobre as curvas de progresso da doenca ao longo do tempo, caracterizando
a interagdo patdgeno, hospedeiro e ambiente, definindo estratégias de controle e possiveis

niveis futuros de doenga.
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O controle da MFV, em vinhedos em sistema convencional, ¢ realizado pelo
emprego de fungicidas sintéticos. Em sistema organico, utiliza-se em larga escala
fungicidas cupricos, em especial a mistura de hidréxido de célcio com o sulfato de cobre,
conhecida como calda bordalesa, a qual muitas vezes ¢ aplicada também em cultivos
convencionais. O cobre ¢ um biocida de amplo espectro, atuando na integridade da
membrana celular do patdgeno, onde ocorre interacdo com acidos nucleicos, interrupgao
de sitios ativos de enzimas e interferéncia no sistema de transporte de energia (FLEMING
e TREVORS, 1989). Apesar de controlar a doenga, a liberagdo de compostos de cobre
quando dissolvidos em 4gua em excesso sdo absorvidos pelas plantas na forma de ions
Cu, levando ao dano, também conhecido como fitotoxicidade (LAMICHHANE et al.,
2018). Além disso, muitos estudos mostram que a aplicagdo de cupricos realizada em
vinhedos, torna-se toxico para as raizes das plantas (AMBROSINI et al., 2015; JUANG
etal., 2019) uma vez que interfere na absorc¢ao de ferro e outros nutrientes, especialmente
em solos acidos onde o pH ndo ¢ bem controlado.

Na busca de novas alternativas de controle de doengas de plantas em sistemas
organicos e pensando em reduzir residuos toxicos na época da colheita, pesquisas vém
mostrando bons resultados com a utilizagdo de controles alternativos para as mais
diversas doengas de plantas. Alguns trabalhos se utilizam da aplicagdo de extratos de
plantas no controle das mais diversas doencas. Extrato da parte 4derea de plantas de
Artemisia campestris, Artemisa absinthium e Clinopodium vulgare apresentam inibi¢ao
do crescimento micelial de Fusarium oxysporum e Phytophthora cambivora, enquanto
extrato de flores de Salvia officinalis apresenta maior efeito sobre o crescimento micelial
de Alternaria alternata e Botrytis cinerea (NIKOLOVA et al., 2017). Para Xanthomonas
axonopodis pv. Citri (Hasse), agente causal do cancro citrico, o extrato de A/lium sativum

reduz a multiplicagdo da bactéria in vitro (TAHIR et al., 2016).
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Outra forma alternativa de controle de doencas muito estudada sdo os o6leos
essenciais. Sua atividade antifingica e seu modo de agdo sdo diretamente influenciados
pela natureza e propor¢ao dos componentes que contém em sua composicao (KUMAR e
KUDACHIKAR, 2018). Para Alternaria solani, 6leos essenciais de Oliveria decumbens,
Cinnamomum  zeylanicum, Carum copticum € Thymus kotschyanus, inibem
completamente o crescimento micelial do fungo, sendo que para O. decumbens,
concentragdes de 0,25 pnL-', j4 apresenta inibi¢do sobre A. solani ( BAHRAMINEJAD et
al., 2016). A aplicagdo de 6leo essencial de tomilho juntamente com quitosana, utilizando
a nanotecnologia, reduz em 60% a incidéncia de Colletotrichum gloesporioides até oito
dias de armazenamento de abacates, sem afetar a qualidade do fruto (CORREA-
PACHECO et al.,, 2017). Na pds-colheita de citrus, o uso de o6leo essencial de
Chenopodium ambrosioides, a 0,05%, reduz em até 40% a reprodugdo de Phyllosticta
citricarpa, agente causal da mancha preta do citrus, em frutos com presenga de sintomas
tipicos da doenca mas, sem estruturas reprodutivas do fungo, armazenados a 5 °C por 20
dias e posteriormente, mantidos a temperatura ambiente por mais sete dias. Para o
controle do mofo cinzento (Botrytis cinerea), na pos-colheita de uvas de mesa, tratadas
com O6leos essenciais de horteld (Mentha piperita) e alecrim (Rosmarinus officinalis) ha
uma reducao de até 65% da incidéncia do mofo. Nesse caso, o uso destes 6leos seria uma
aletrantiva para a agricultura organica, onde ndo ¢ permitido o empregado de tratamentos
com fungicidas convencionais durante a estacao (SERVILI et al., 2017). Além destes,
trabalhos com microrganismos como a bactéria gram-positiva Bacillus subtilis, mostram
sua eficiéncia no controle da podridao do cacho em uva, agente causal Botrytis cinerea
(CALVO-GARRIDO et al., 2019) e no controle da mancha foliar de Glomerella,

Colletotrichum acutatum (MOREIRA et al., 2014).
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Assim, este trabalho foi desenvolvido em duas etapas para buscar solu¢des para
os problemas levantados. Na primeira etapa objetivou-se: a) descrever o monociclo da P.
vitis ¢ estudar temperaturas e periodos de molhamento na germinagdo de conidios no
tamanho do tubo germinativo e o peso micelial; b) avaliar a suscetibilidade de diferentes
cultivares de videira a MFV. Para a segunda etapa do trabalho; c) a severidade da MFV
foi quantificada, ao longo do tempo e de duas safras; d) avaliou-se comparativamente a

eficiéncia de novos produtos para controle da doenga.

22



CAPITULO I - COMPONENTES DO MONOCICLO DA MANCHA DAS
FOLHAS DA VIDEIRA E RESISTENCIA DE CULTIVARES DE Vitis labrusca®

E. A. R. Rogovski-Czaja', R. R. Moreira', C. N. Nesi?, H. S. S. Duarte' e L. L. May
De Mio'.

ISetor de Ciéncias Agrarias, Departamento de Fitotecnia e Fitossanidade, Universidade
Federal do Parana (UFPR), Curitiba, PR 80035-050, Brasil

> Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI),
Chapeco, SC 89801970, Brasil

Autor para correspondéncia: Louise Larissa May De Mio
E-mail: maydemio@ufpr.br

RESUMO

A mancha das folhas da videira causada por Pseudocercospora vitis € importante
no final do ciclo de Vitis labrusca e seus hibridos, porém estudos sobre este patossistema
e seus componentes monociclos sdo escassos. Neste trabalho objetivou-se determinar as
condig¢des favoraveis para o desenvolvimento do patdégeno e estudar niveis de resisténcia
em dez cultivares de videira. A germinagdo de conidios de P. vitis foi avaliada nas
temperaturas entre 4 e 35 °C, o tamanho do tubo germinativo de 8 a 33 °C, e o peso de
colonias do patdégeno nas temperaturas de 10 a 40 °C. Em experimento combinado
avaliou-se periodos de molhamento de 3 a 48 horas nas temperaturas de 10 a 40 °C. Em
cinco cultivares de V. labrusca e cinco hibridas inoculadas com P. vitis, comparou-se
periodo de incubagdo e o progresso da severidade da doenca em condi¢des controladas.
A temperatura 6tima para germinagao de P. vitis foi 28 °C e para tubo germinativo 27 °C.
Para peso micelial a temperatura 6tima foi 26,4 °C. A maior germinag¢ao do patogeno
ocorreu com molhamento de 45,5 horas e temperatura de 29,6 °C. O periodo de incubagao
nas cultivares variou de 26 a 51 dias. A curva de progresso da doenca mostrou diferencas
entre cultivares testadas, sendo a que a 'Concord” e a 'BRS Vitoria” foram as mais
resistentes. Nas plantas inoculadas a 25 °C, o numero de lesdes aumentou ao longo do
tempo, estabilizando-se aos 42-47 dias, apo6s esse periodo ndo surgiram novas lesoes,

apenas lesoes ja estabelecidas aumentaram de tamanho.
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Palavras chave: Germinagao de conidios, periodo de incubagdo, periodo de laténcia,

viticultura.

SUMMARY

Grapevine leaf spot caused by Pseudocercospora vitis is important at the end of the
vegetative cycle of Vitis labrusca and its hybrids, but studies on this pathosystem and its
monocyclic components are scarce. The objective of this work was to determine the
favorable conditions for the development of the pathogen and to study the resistance
levels in 10 grapevine cultivars. The germination of P. vitis conidia was evaluated at
temperatures from 4 to 35 °C, germ tube size from 8 to 33 °C and weight of colonies of
the pathogen from 10 to 40 °C. Wetness periods of 3 to 48 h were also evaluated for
germination at temperatures from 10 to 40 °C. In five cultivars of V. labrusca and five
hybrids inoculated with P. vitis, the incubation period and the progression of disease
severity under controlled conditions were compared. The optimal temperature for
germination of P. vitis was at 28 °C and 27 °C for germ tube growth. For mycelial weight
the optimum temperature was 26.4 °C. The highest germination of the pathogen occurred
with wetness of 45.5 h and temperature of 29.6 °C. The incubation period in the cultivars
ranged from 26 to 51 days. The disease progress curve showed differences among
cultivars tested, ‘Concord’ and ‘BRS Vitoria’ being the most resistant. In plants
inoculated at 25 °C, the number of lesions increased over time, stabilizing at 42-47 days,
after this period no new lesions appeared, only lesions already established increased in

size.

Key words: Conidial germination, incubation period, latent period, viticulture.
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INTRODUCAO

A Mancha da folha da Videira, ¢ causada pelo fungo Pseudocercospora vitis
((Lév.) Speg. — sinonimia de Isariopsis clavispora (Berk. & Curtis) Sacc., teleomorfo
Mycosphaerella personata). Esta doenga ja foi relatada Ird, China, Coreia, Argentina e
Brasil (Bakhshi et al. 2014; Liang et al. 2016; Park et al. 2004, 2006, 2014; Sisterna e
Ronco, 2005). Nos vinhedos brasileiros, especialmente a regido sul do pais, esta entre as
principais doengas de final de ciclo da cultura nas videiras americanas V. labrusca e
hibridos.

Os sintomas da doenca aparecem inicialmente nas folhas mais velhas da videira
(Figura 1A e 1B). Naregido sul do Brasil a ocorre no final dos meses de novembro, inicio
de dezembro. O principal sintoma inicial sdo lesdes de cor marrom que posteriormente,
tornam-se mais escuras, na face abaxial aparecem as estruturas reprodutivas do fungo,
denominadas de sinemios (Figura 1C e 1D). Estas estruturas sao observadas nas duas
faces da folha, mas em maior quantidade na face abaxial. A doenga leva a queda
prematuras das folhas logo apds a colheita dos frutos, se tornando mais intensificada em
locais onde a falta de realizacdo do controle fitossanitario, com isso ocorre a redugdo das
reservas nas gemas e posteriormente perda de vigor da planta na safra subsequente
(Amorim et al. 2016; Liang et al. 2016; Park et al. 2004).

No sul do Brasil, as condigdes climaticas na época da colheita dos vinhedos
coincidem com temperaturas mais elevadas e alta umida, fatores que favorecem o
desenvolvimento da mancha da folha. Nesta época os tratos culturais voltados as doengas
de final de ciclo sdo reduzidos ou ndo sdo realizados pelos viticultores (Amorim et al.
2016). Assim, conhecer as condigdes que favorecem o processo de desenvolvimento da
doenca ¢ fundamental para auxiliar os viticultores a desenvolver estratégias que se

apresentem eficazes no controle da doenga. Na literatura sdo escassas as informacoes

25



sobre este patossistema e dos componentes do seu monociclo, sendo raras as informagdes
que contemplem desde o processo germinativo até a esporulacdo, bem como publicagdes
que possam descrever o progresso temporal da doenga nas cultivares mais plantadas na
regido sul e muito menos nas novas cultivares langadas (Liang et al. 2016; Park et al.
2004).

Nos vinhedos, o controle da doenca ¢ feito por meio de fungicidas e produtos
alternativos como a calda bordalesa (Andnimo, 2011). Programas de manejo da doenca,
buscam conseguir a resisténcia do hospedeiro de maneira combinada e/ou
complementada com as outras medidas para que se obtenha o controle da doenca de forma
mais eficiente. E conhecido que as diferentes cultivares de videira de V. labrusca
apresentem caracteristicas quanto a resisténcia a diferentes doencas como oidio e mildio
(Atak et al.2017; Barros et al. 2018), mas pouco se conhece sobre a resisténcia desses
genotipos a mancha da folha da videira.

Assim, o objetivo deste trabalho foi determinar as condigdes favoraveis para o
desenvolvimento do patogeno e da doenga e avaliar a resisténcia de cultivares V. labrusca

e hibridas a mancha da folha da videira.
MATERIAL E METODOS

Obtencao do patégeno. Folhas de videira sintomaticas foram coletadas nas safras
2015/16 e 2016/17, em pomar localizado em area de protecdo ambiental (Fazenda
Canguiri), no municipio de Pinhais (25°25° S € 49°16° W), a aproximadamente 900 m de

altitude.

Cultivo, producao de conidios e preparo da suspensao fliingica. Para os testes in vitro
(germinacdo em fun¢do da temperatura e do periodo de molhamento; peso micelial nas

diferentes temperaturas), foi realizado o isolamento de P. vitis para obtengdo da cultura
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pura. Para isso, foi realizado o isolamento direto de P. vitis retirando conidios de folhas
sintomaticas de videira, com auxilio de um estilete, sob microscépio de luz e transferidos
para placas de Petri (90 mm de didmetro) contendo meio dgar dgua 2% e mantidos a
temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas em estufas tipo BOD. O isolado foi
armazenado em discos de papel filtro em silica gel, mantido em congelador.

Para a produgdo de conidios, quatro discos de micélio (6 mm de didmetro cada)
da colonia de P. vitis, com 21 dias de idade, foram colocados em Erlemeyer de 250 ml
contendo 100 ml de meio liquido autoclavado V8®, suco de vegetais industrializado, a
20% (20 ml de V8® em 80 ml de agua destilada) acrescido 5 g 1! do antibidtico
estreptomicina. O meio foi mantido sob agitagdo constante (120 rpm), sob escuro
continuo por trés dias para crescimento do micélio. Apos este periodo, uma aliquota de 1
ml do meio liquido foi depositada sobre placa de Petri (9 mm de diametro) contendo 15
ml de BDA As placas foram acondicionadas em BOD com temperatura de 25 °C e
fotoperiodo de 12 horas (adaptado de Maia et al. 2015). No quinto dia, foi preparada uma
suspensao fungica através da raspagem dos conidios produzidos nas placas com auxilio
da al¢a de Drigalski, com a adi¢ao de 2 ml de 4gua destilada esterilizada.

Para os testes em discos de folhas e avaliagdo da resisténcia dos genotipos, a
suspensao fungica foi obtida diretamente das folhas sintomaticas coletadas no vinhedo.
Os conidios foram retirados das lesdes das folhas por meio da agitacdo das folhas em

agua destilada esterilizada, formando a suspensdo de conidios.

Germinacio de conidios e tamanho do tubo germinativo de Pseudocercospora vitis
em diferentes temperaturas e periodos de molhamento in vitro. A avaliagdo da
germinagdo de conidios, nas temperaturas de 4, 6, 10, 12, 15, 18, 20, 22, 25, 28, 30,33 ¢

35 °C foi realizada no escuro, sendo quatro placas por temperatura. Aliquotas de 100 pL
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de suspensdo fungica de P. vitis, na concentragio de 3 x 10* conidios mL-!, foram
depositadas em placas de Petri contendo meio de cultura agar agua (2%), posteriormente
estas foram vedadas com plastico filme de policloreto de polivinila e mantidas nas
temperaturas de avaliagdo. Apds 24 horas, a germinag@o foi paralisada com a adig¢do de
uma gota de lactofenol de Amann espalhada sobre o meio de cultura.

Para o teste de germinacdo em funcdo da temperatura e do periodo de
molhamento, foram avaliadas 7 temperaturas (5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 °C) combinadas
com 6 periodos de molhamento (3, 6,9, 12, 24 e 48 horas). Para cada combinagao, utilizou
trés placas de poliestireno (90 mm de didmetro) e em cada placa foi depositado trés
aliquotas equidistantes, de 50 pL de suspensio de conidios na concentra¢io de 2 x 10*
conidios mL-'. As placas ficaram abertas dentro de caixa plastica tipo gerbox (250 ml)
contendo papel filtro umedecido com 20 ml de dgua destilada esterilizada e mantidas em
camara de crescimento BOD nas diferentes temperaturas. Para a interrup¢ao do processo
de germinacdo em cada periodo de molhamento pré-determinado, foi adicionada uma
gota de lactofenol de Amann a aliquota de suspensdo flingica. A avaliagdo da
porcentagem de germinagdo constituiu na contagem, em microscopio de luz, dos 100
primeiros conidios encontrados em cada aliquota. Foi considerando conidio germinado,
aquele que apresentava tubo germinativo de tamanho igual ou superior ao comprimento
do seu tamanho do conidio.

Para o tamanho do tubo germinativo, foram avaliadas 6 temperaturas (8, 13, 18,
23, 28 e 33 °C), sendo trés repeticdes por temperatura. Cada placa de Petri (9 cm de
diametro) continha meio BDA onde posteriormente, foi depositado sobre o meio uma
gota de 40 ul de suspensdo de conidios de P vitis na concentragio de 1 x 10* conidios
mL-'. As placas foram incubadas nas temperaturas de avaliagdo por 24 horas, no escuro.

A paralizagdo da germinacao ap6s 24 horas foi feita utilizando-se lactofenol de Amann.
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Foi medido o tamanho do tubo germinativo de 20 conidios com o auxilio de um
microscopio de luz. Para os dados de percentagem de germinacdo em funcdo da
temperatura e para o comprimento do tubo germinativo, foi ajustado o modelo Beta-

generalizada (Bassanezi et al. 1998), descrito pela equacgao:

(Topt—Tmin)
((Tmax—Topt))

(T — Tmin) by (Tmax —T) b1
ES
(Topt — Tmin) (Tmax — Topt)

Y(T) = Yopt *

onde: Yopt refere-se ao valor de conidios germinados ou ao tamanho do tubo germinativo
na temperatura 6tima; 7 corresponde a temperatura (°C); Tmin, Topt € Tmax representam
as temperaturas minima, 6tima € maxima, respectivamente; b; representa a amplitude da
curva em sua faixa assintética.

Para avaliar a germinagao em func¢do da temperatura e do periodo de molhamento,
utilizou-se o ajuste de superficie resposta, descrita pelo modelo Polinomial:

Y=0b;+T*PM+ T, +PM, +Tx*PM

em que Y = germinagdo (%), b; = intercepto, 7' = temperatura e PM = periodo de

molhamento.

Peso micelial da colonia de Pseudocercospora vitis em diferentes temperaturas in
vitro. Para avaliar o peso micelial de P. vitis sob as temperaturas 10, 15, 22, 25, 28,30 ¢
35 °C, quatro placas de Petri (90 mm de didmetro), contendo 15 ml de meio de cultura
BDA foram utilizadas para cada temperatura. Em cada placa foi depositado quatro discos
de micélio de 5 mm cada, de colonias com 20 dias de idade. Posteriormente, estas placas
foram mantidas em BOD nas diferentes temperaturas com fotoperiodo de 12 horas, luz
fluorescente. A avaliagdo do peso micelial constituiu na pesagem da colonia formada em
cada unidade experimental apos 14 dias de incubagdo. A colonia foi retirada da placa com

auxilio de uma espatula apods a solubilizacao a quente do meio de cultura, em seguida, o
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micélio foi lavado em dgua corrente e secado em estufa a temperatura de 40 °C, até a

estabilizacdo do peso (aproximadamente quatro dias).

Aos dados de peso micelial ajustou-se o modelo Beta-generalizada (Bassanezi,

1998), descrito pela equacao:

(Topt—Tmin)
| \rmaeTopn) b
(T —Tmin) 711 (Tmax—T) 1*

(Topt — Tmin) . (Tmax — Topt)

Y(T) =Yopt *

onde: Yopt refere-se ao valor do peso da massa micelial na temperatura 6tima; T
corresponde a temperatura (°C); Tmin, Topt € Tmax representam as temperaturas minima,
Otima e maxima, respectivamente; b; representa a amplitude da curva em sua faixa

assintotica.

Periodo de incubacao e laténcia da mancha das folhas da videira em diferentes
temperaturas ex vivo. Avaliou-se o periodo de incubagao e latente da doenga sob as
temperaturas 10, 15, 22, 25, 28, 30 e 35 °C em duas cultivares (Bordd e Isabel precoce).
Folhas sadias entre 30 a 50 dias de idade foram coletadas de plantas cultivadas em casa
de vegetacdo. Foram utilizadas 4 repeticoes, sendo cada repeticdo uma placa de Petri (90
mm de didmetro) contendo 10 ml de meio sélido Agar-dgua (2%). Em cada placa foi
colocado sobre o meio de cultura papel filtro umedecido e posteriormente colocados trés
discos de folhas sobre o papel filtro. Para obter os discos de folha, as folhas foram lavadas
trés vezes em agua corrente, € uma vez em agua destilada esterilizada sendo deixadas
sobre papel toalha para secagem. As folhas foram cortadas em discos (6 mm de diametro).
Cada disco de folha foi inoculado com 50 ul da suspensio de 2,5 x 10* conidios mL-',
com auxilio de uma micropipeta. As placas foram fechadas e vedadas com pléstico filme
de policloreto de polivinila e incubadas em BOD sob as diferentes temperaturas, com

fotoperiodo de 12 horas.
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As avaliagdes foram realizadas em intervalos de um a dois dias, iniciando a partir
do quinto dia da inoculagdo. Avaliou-se para cada cultivar, o periodo de incubacao
(periodo decorrido em dias entre a deposi¢cao do indculo na superficie do hospedeiro e o
aparecimento dos sintomas em 2/3 das folhas avaliadas por placa) e o periodo de laténcia
(periodo decorrido em dias entre a deposi¢ao do indculo na superficie do hospedeiro e o
aparecimento dos sinais (sinémios) em 2/3 das folhas avaliadas por placa). Os sintomas e
os sinais foram observados em microscopio de luz, até a senescéncia do material foliar.

O experimento foi repetido uma vez.

Resisténcia de cultivares de videira a mancha das folhas da videira in vivo. O
experimento foi realizado seguindo o delineamento inteiramente casualizado, com 10
tratamentos ¢ 4 repeti¢des. Os tratamentos foram 10 cultivares de videira, sendo cinco
cultivares Vitis labrusca: Bordo, Concord, Isabel, Isabel precoce e Nidgara rosada e cinco
cultivares hibridas: BRS Cora, BRS Violeta, BRS Carmem, BRS Vitoria e BRS Magna.
A repeticao consistiu em um ramo de uma planta cultivada em vasos de 2,2 1 com solo
esterilizado, mantidas em casa de vegetacdo. As folhas foram inoculadas com uma
suspensdo de 2,5 x 10* conidios mL-! de P. vitis, com auxilio de um pulverizador de 500
ml (Pulverizados Boulevar, Sanremo®, Brasil) até o escorrimento da suspensao na folha.
A inoculagdo foi realizada na face abaxial da folha, sendo pulverizadas as trés folhas mais
proximas a base do ramo (folhas maduras) e trés folhas localizadas abaixo da segunda
folha do apice (folhas novas). Apos a inoculagdo, sacos plésticos foram colocados sobre
o ramo da planta e com um algoddo umedecido na base do ramo, formando uma camara
umida. As plantas foram mantidas a temperatura de 27 °C por 48 horas e fotoperiodo de
12 horas, em camara de crescimento tipo fitotron (Instalafrio®, Brasil). Apds este
periodo, os sacos plasticos foram retirados e as plantas foram mantidas na temperatura de

25 °C e fotoperiodo de 12 horas. A avaliagdo foi realizada em intervalos de um a trés dias
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a partir do quinto dia da inoculagdo até os 57 dias apos a inoculagdo. Foram avaliados
periodo de incubagdo (dias), quando foi observado mais de 50% das folhas em cada
repeti¢do com a presenca de sintomas da doenca e a severidade da doenga por meio de
uma escala diagramatica (Lenz et al. 2009).

Com os dados de severidade da doenga ao longo do tempo, calculou-se a area
abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) de cada cultivar (Shaner e Finney,
1977). Primeiramente calculou-se a AACPD total, desde a inoculagdo até o 57° dia apds
a inoculacdo, posteriormente dividiu-se o intervalo de tempo da avaliagdo em dois
periodos para o célculo de mais duas AACPD, sendo o primeiro da inoculagdo até o 47°
dia e o segundo, do 47° dia até o 57° dia de avaliagdo. Os dados de AACPD foram
submetidos aos pressupostos da analise de variancia e as médias foram comparados pelo
teste de Scott-Knott (p <0,05).

A partir dos dados coletados de severidade ao longo do tempo, foi realizada
analise de sobrevivéncia. Considerou-se a probabilidade das plantas se manterem sem a
ocorréncia dos sintomas da mancha das folhas da videira ao longo do tempo. Para esta
analise, dividiu-se as cultivares em dois grupos: V. labrusca e hibridas. Foram construidas
curvas de Kaplan-Meier para avaliar o risco de aparecimento de sintomas e ajustado o
modelo semi-paramétrico de Cox para comparar as cultivares. As analises foram baseadas
na teoria descrita em Carvalho et al. (2011).

Todas as analises dos dados deste trabalho foram realizadas com o ambiente R (R
Core Team, 2015). O pacote 'Survival' foi usado para a andlise de sobrevivéncia

(Therneau, 2012).
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RESULTADOS

Germinacio de conidios e tamanho do tubo germinativo de Pseudocercospora vitis
em diferentes temperaturas e periodos de molhamento in vitro. Os conidios de fungo
P. vitis germinaram em todas as temperaturas e periodos de molhamento avaliados, exceto
a 10 e 40 °C e periodo de molhamento de 3 horas. A 6 e 9 horas de molhamento,
temperaturas 25 e 35 °C apresentaram a menor média de germinagdo (1%) e a 30 °C
ocorreu a maior média (14%). Apds 12 horas de molhamento os valores maximos de
germinagdo foram de 16% para 25 °C e de 51% para 30 °C.

Pela estimada do modelo beta-generalizada, a temperatura minima de germinagao
de P.vitis de foi de 4,7 °C, a maxima foi de 40,7 °C e a 6tima foi de 28,0 °C (variando de
26,5a29,4 °C) (Tabela 1; Figura 2a). Para tamanho de tubo germinativo, a estimativa das
temperaturas foram de minima de 0,0°C, 6tima de 27,0°C e de maxima de 36,0°C, com
maximo tamanho de tubo germinativo de 31,7 um (Figura 2c).

Considerando a interagao entre temperatura ¢ o periodo de molhamento, a
estimativa do modelo estatistico polinomial para a faixa favoravel a germinacao de P.

vitis ocorreu na temperatura de 29,6 °C e molhamento acima de 45,5 horas (Figura 3).

Peso micelial da colonia de Pseudocercospora vitis em diferentes temperaturas in
vitro. As colonias de P. vitis ndo apresentaram crescimento de micélio nas temperaturas
de 5 e 35 °C. Através da funcdo estatistica beta-generalizada, a estimativa da temperatura
6tima para o aumento do peso micelial da colonia de P. vitis foi de 24,7 °C (variando 22,9
a 26,4 °C), correspondendo ao peso de aproximadamente 0,1g (variando de 0,8 a 1,2g)
(Figura 2b). A temperatura minima estimada foi de 1,0 °C e a maxima de 35,3 °C

(variando de 33,7 a 36,9 °C) (Tabela 1).
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Periodo de incubac¢ao e laténcia da mancha das folhas da videira em diferentes
temperaturas ex vivo. A doenga ocorreu nas temperaturas entre 20 a 30 °C.
Temperaturas de 10, 15 e 35 °C ndo foram observados sintomas da doenga (Tabela 2). O
menor periodo de incubagdo observado foi a 25 °C, sendo de 27 dias para a cultivar Bordo
e de 23 °C para a cultivar Isabel precoce. A 20 °C, foram observados os maiores periodos
de incubagdo, os sintomas comegaram a aparecer a partir dos 39 dias apds a inoculagdo
na cultivar Isabel precoce e 40 dias na ‘Bord6’. Na temperatura de 30 °C, os sintomas
foram observados 35 dias ap6s a inoculacdo em ‘Isabel precoce’ e 36 dias em ‘Bordo’.
O menor periodo de laténcia de P. vitis foi a 25°C, sendo de 25 dias para a cultivar
Isabel precoce e de 29 dias para a cultivar Bordo e maior na temperatura de 20 °C, 40
dias para ‘Isabel precoce’ e 42 dias para ‘Bordd’. Observou-se em geral uma média de

dois dias entre o aparecimento do sintoma e o desenvolvimento de sinémio.

Resisténcia de cultivares de videira a mancha das folhas da videira in vivo. Todas as
cultivares apresentaram sintomas a mancha da folha da videira. Para as V. labrusca, o
menor periodo de incubacdo em folhas maduras foi na cultivar Bordd (26 dias) e em
folhas jovens foi em ‘Isabel’ e ‘Isabel precoce’ (30 dias). Considerando as duas idades
fisiologicas das folhas, a menor média de incubacao foi nas cultivares ‘Isabel” e ‘Isabel
precoce’ (31 e 30 dias, respectivamente) e maior para ‘Concord’ (42 dias) (Tabela 3).

Para as cultivares hibridas, o menor periodo de incubag¢do em folhas maduras foi
para ‘BRS Violeta’ e ‘BRS Magna’ (27 e 28 dias, respectivamente) e em folhas jovens
foi a cultivar BRS Violeta (33 dias), a qual também apresentou a menor média de periodo
de incubacao para as duas idades fisiologicas das folhas (30 dias).

Para comparagao entre as 10 cultivares avaliadas quanto a suscetibilidade, usou-
se como critério a AACPD, calculada em trés periodos diferentes de intervalos de tempo:

AACPDI1 - periodo total, da inoculagdao até o 57° dia de avaliagdo; AACPD2 - da
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inoculacdo até a estabilizacao dos sintomas aos 47° dia de avaliagdo; AACPD3 - apoés a
estabilizacdo, do 47° dia até o 57° dia de avaliacdo (Figura 4). Para a AACPD total,
ocorreram dois niveis de suscetibilidade, sendo consideradas mais suscetiveis as
cultivares Bordo, Isabel, Niagara rosada e BRS Violeta, o segundo nivel, formado pelas
demais cultivares, apresentaram maior resisténcia. Para a AACPD2 a cultivar BRS
Violeta diferiu das demais cultivares, apresentando o maior valor de AACPD, sendo
considerada como a mais suscetivel no inicio da infecc¢ao até a estabilizacao (Tabela 4).
O segundo nivel, considerado nivel intermediario de resisténcia, foi formado por ‘Bordd’,
‘Isabel’ e ‘Niagara rosada’ e o terceiro, considerado as mais resistentes, pelas cultivares
Concord, Isabel precoce, BRS Carmem, BRS Cora, BRS Magna e BRS Vitéria. Para a
AACPD3, dois niveis de suscetibilidade ocorreram, sendo o primeiro mais suscetivel
formada pela maioria das V. labrusca, ‘Bordo’, ‘Isabel’, ‘Isabel precoce’, ‘Niagara
rosada’ e pelas hibridas ‘BRS Cora’ e ‘BRS Violeta’.

Para a severidade ao longo do tempo a mancha das folhas da Videira até o 47° dia
da avaliacdo, a maioria das cultivares apresentaram os menores valores de severidade
média, diferindo da ‘Bordd’, ‘Isabel’, ‘Niagara rosada’ e ‘BRS Violeta’ representantes do
grupo com maior severidade média. Apds a estabilizacdo aos 47 dias até o 57° dia de
avalicdo, permaneceram com menor severidade média apenas uma V. labrusca,
‘Concord’ e trés hibridas, ‘BRS Carmem, ‘BRS Magna’ e ‘BRS Vitoéria’ (Tabela 3).

A estimativa de risco relativo para a expressao de sintomas de P. vitis analisadas
pelo modelo semi-paramétrico Cox, referente ao agrupamento das cultivares em
V.labrusca e em hibridas, mostrou diferenca entre as cultivares em relagdo a cultivar
padrdo (Tabela 4). A cultivar padrao foi selecionada em fungdo da maior severidade
média, sendo ‘Bordd’ para V. labrusca ¢ ‘BRS Violeta’ para as hibridas. Para as V.

labrusca, a ‘Niagara rosada’ foi semelhante a cultivar padrio, as demais, ‘Concord’,
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‘Isabel” e ‘Isabel precoce’ apresentaram 0,329, 0,469 e 0,520 vezes menor chance de
expressar sintomas, respectivamente, em relagdo a ‘Bordd’. Para o grupo das hibridas, a
cultivar padrao BRS Violeta, diferiu das demais hibridas, onde ‘BRS Carmem’, ‘BRS
Cora’, ‘BRS Magna’ e ‘BRS Vitéria’ apresentaram 0,054, 0,077, 0057 e 0,044 vezes
menor chance de expressar sintomas, respectivamente.

A andlise de sobrevivéncia das folhas estimou que todas as cultivares testadas
neste trabalho apresentardo sintomas da doenga mancha da folha da videira ao longo
tempo. Para as hibridas, ‘BRS Violeta’ tem a probabilidade de 100% de expressar
sintomas da doenga em apenas 40 dias da inoculagdo de P. vitis. Para as V. labrusca, hé
estimativa da probabilidade de apresentarem algum sintoma aos 35 dias, porém sem

atingir100% até 60 dias (Figura 5).

DISCUSSAO

No presente trabalho foi avaliado componentes do monociclo de P.vitis e
resisténcia de 10 cultivares de videira a doenca da mancha da folha. O patdgeno se
desenvolve em amplas faixas de temperatura mostrando alta adaptacdo para diferentes
condi¢des climdticas e em especial em temperaturas elevadas, onde observou-se menor
periodo de laténcia da doenca. Seis cultivares foram mais resistentes a mancha da folha
da videira podendo ser recomendadas para regides com clima sub tropical, onde essas
cultivares vem se expandindo no Brasil. Esses resultados servirdo como base para
elaboracdo de estratégias de manejo no vinhedo considerando escolha das cultivares e
também para estudos epidemioldgicos comparativos ao longo de diferentes saftas.

Estudos para determinar a faixa de variagdo entre as temperaturas, minimas e
maximas, calculadas para a maioria dos fitopatogenos estudados na literatura, demostram

a habilidade destes organismos em infectar e desenvolver a doenca no hospedeiro nas
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condi¢des de diferentes temperaturas do ambiente. Para P. vitis, a variagdo destas
temperaturas estimadas pelo modelo estatistico foi de minima de 4,67 °C e maxima de
40,7 °C, o que garante ao patégeno sua presenca no vinhedo em condigdes climaticas
mais amenas, sendo seu desenvolvimento favorecido nas épocas mais quentes do ano, no
verdo, época do pleno desenvolvimento do hospedeiro e temperaturas didrias proximas a
Otima estimada de 28 °C. O aumento da temperatura para alguns patdégenos pode
favorecer diretamente o aumento da germinagdo, porém temperaturas muito elevadas
inibem a producao do tubo germinativo (Lorenzetti et al. 2015; Soares et al. 2008). Nas
temperaturas mais extremas de 10 °C e de 40 °C, a germinacdo de P. vitis ndo foi
observada, assim como conidios expostos a apenas trés horas de molhamento. Maiores
valores de germinacao ocorreram apos as 12 horas de molhamento, indicando assim que
com o molhamento da folha mais elevado o patdégeno ¢ favorecido para iniciar o processo
pré-penetracao através do desenvolvimento do tubo germinativo.

Para a mancha da folha da videira, locais com alta umidade relativa sdo mais
favoraveis ao desenvolvimento da epidemia (Sisterna e Ronco, 2005). Neste trabalho,
periodos de molhamento a partir de 6 horas, em uma faixa de temperatura de 15 a 35 °C,
jé apresentaram germina¢cdo Com o aumento do periodo de molhamento houve um
incremento significativo na germinacao de conidios de P. vitis. Em campo, a combinagao
desses dois fatores pode levar a uma aumento da doenga em um curto periodo de tempo,
como ja observada em vdarios patossistemas, como a Septoria pyricola/péra e
Botryosphaeria dothida, Neofusicoccum parvum, Neofusicoccum ribis/goiaba (Nogueira
Junior et al. 2016; Chatzidimopoulos e Pappas 2016).

A colonizagdo do patogeno (crescimento da lesdo) no hospedeiro pode estar
relacionada a influéncia das temperaturas no crescimento da colonia. O crescimento

micelial de P. vitis foi lento (3,8 cm de didmetro) em periodo de 18 dias na temperatura
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de 28 °C (Liang et al. 2016) corroborando os dados obtidos neste presente estudo. As
coldnias de P. vitis cultivadas em BDA, mesmo por periodos de tempo longos (4 meses
ou mais) ndo apresentaram produgdo de estruturas reprodutivas (conidios), isso ocorre
também em outros patégenos que ndo esporulam facilmente em meio de cultura como
Lasiodiplodia theobromae e em algumas espécies do género Alternaria (Maia et al. 2015;
Saha et al. 2008; Su et al. 2012). Durante a condugdo deste trabalho a esporulagdo do
patdgeno em meio de cultura V8 ndo foi abundante, indicando que o mesmo deve ter uma
condi¢do bem especifica para esporular. Em ensaio com as cultivares, mesmo apds 50
dias a 25 °C ndo se observou esporulacdo do patdogeno. No campo, ao contrario, a
esporulacdo ¢ abundante nos sinénios, os quais sdo observados em média 30 dias apds os
sintomas iniciarem.

O processo de colonizagao do tecido do hospedeiro, através do crescimento de
micélio pode ser afetado na ocorréncia de temperaturas elevadas ou muito baixas, levando
a sua paralizagdo. Outro fator que pode interferir no crescimento micelial fungico € o
regime de luz ao qual ele ¢ submetido. Neste trabalho utilizou-se regime de 12 horas de
luz fluorescente e 12 horas de escuro. Em trabalhos realizados com Corynespora
cassicola, mostraram que isolados de um mesmo hospedeiro podem reagir de maneira
diferente ao regime de luz (Teramoto et al. 2013). O regime de luz bem como as
alternancias de temperatura, comuns em campo, podem estar relacionadas a maior ou
menor esporulagdo do patogeno.

O experimento ex vivo em discos de folhas inoculados com suspensao de conidios
de P. vitis, indicou a necessidade de temperaturas elevadas para a ocorréncia da doenga,
como ocorre no verdo, no final do ciclo da cultura da videira, onde a doenca tem maior
expressdo no vinhedo (Sisterna e Ronco, 2005). Neste trabalho, a inoculagdo da

suspensao de conidios de P. vitis foi realizada na face abaxial da folha e foram observados
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os sintomas e a presenca dos sinémios. Testou-se também a inocula¢do com discos de
micélio e suspensdo de conidios na face adaxial da folha, mas ndo foram observados
sintomas da doenca (dados ndo mostrados). Entretanto, na literatura, foi encontrado um
trabalho com inoculagdo de folhas destacadas de videira na face adaxial da folha, a qual
apresentou sintomas da doenca (Liang et al. 2016).

No presente trabalho, os sinémios se formaram geralmente nas bordas da regido
onde estava depositada a aliquota da suspensdo de conidios. Observou-se as estruturas
reprodutivas emergindo abaixo dos tricomas do material foliar, indicando que o patdégeno
ndo foi capaz de infectar os tricomas mas, possivelmente colonizou os estdomatos, como
confirmado por Park et al. (2004). A infeccdo de P. vitis ocorre possivelmente pelos
estomatos e cultivares mais suscetiveis podem apresentar maior numero destes em relagao
a cultivares de resistentes a doenga (Park et al. 2006).

Assim, o trabalhos futuros seriam desejaveis para verificar a relagdo entre o
numero de estdmatos e a resisténcia do cultivares de videira para P. vitis.

O menor periodo de incubagao de P. vitis (26 dias na cultivar Bord6 e de 27 e 28
dias para BRS Violeta ¢ BRS Magna, respectivamente) quando observado nas folhas
fisiologicamente maduras, indica que as infecgdes iniciaram nas folhas mais velhas.
Sisterna e Ronco (2005) observaram a ocorréncia de sintomas aos 20 dias em mudas de
V. labrusca inoculadas com P. vitis. Liang et al. (2016) verificaram os primeiros sintomas
da mancha das folhas a partir do sétimo dia apds inoculagdo de discos de micélio do
patogeno sobre folhas destacadas de videira. Park et al. (2006) encontraram sintomas da
doenca apds nove dias, sendo que folhas de plantas inoculadas na face adaxial ndo
apresentaram sintomas. Esta variagdo em dias para o aparecimento dos sintomas se deve
em funcdo das diferentes cultivares avaliadas nestes trabalhos. Assim, como em outros

patossistemas, a variagdo que ocorre no periodo de incubagdo implica direta e
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indiretamente nas medidas de controle a serem adotadas (Aguiar et al. 2012). O menor
periodo de incubagdo leva ao desenvolvimento inicial rapido da doenga no hospedeiro
(Guerra et. al. 2012).

Em plantas, observando-se o progresso temporal da doenga apos a inoculagao nas
diferentes cultivares, dentro de um unico ciclo do patégeno, houve um crescimento inicial
da doenca e posteriormente uma estabiliza¢do (primeira fase), e em seguida; um novo
aumento da severidade (segunda fase). Isto pode ser explicado pelas vias de infeccao
horaria e anti-horaria (Bergamim Filho e Amorim 1996). Na primeira fase, pela via
horaria de infeccdo, os conidios inoculados germinaram, penetraram e produziram lesdes,
houve entdo uma estabilizagdo da severidade média até aproximadamente o 47° dia apds
a inoculagdo em todas as cultivares, em seguida, a severidade comegou a aumentar
novamente. Esta segunda fase pode ser explicada pela via anti-horaria de infecg¢do,
estratégia desenvolvida por alguns patdégenos para superar as condigdes climaticas
adversas, com isso, ndo ocorre a forma¢ao de novas lesdes mas sim o crescimento das
lesdes ja existentes (Berger et al. 1997). No caso da P. vitis, o progresso da doenca pode
ser explicado pelas lesdes formadas e posteriormente pelo crescimento das lesdes
existentes. No presente trabalho observou-se que o numero de lesdes cresce até certo
ponto (primeira fase) e depois o que aumenta ¢ o tamanho da lesdo (segunda fase) (dados
nao mostrados). A expansdo da lesdo ¢ um componente muito importante para epidemias
policiclicas, como no caso da mancha da folha da videira, onde com periodo latente menor
a doenca se torna mais severa (Berger et. al. 1997)

Apesar de haver diferenca entre severidade média para as cultivares avaliadas nas
diferentes fases, considerou-se a AACPD total como critério de diferenciagdo mais seguro
para classificar a resisténcia das diferentes cultivares a mancha da folha da videira.

Considerando AACPD total, as cultivares mais resistentes foram: Concord, Isabel
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precoce, BRS Carmem, BRS Cora, BRS Magna ¢ BRS Vitoria. Na andlise de risco foi
observada que as cultivares mais resistentes tém menor risco comparado com o padrao
suscetivel escolhido (‘Bordd’ ou ‘BRS Violteta). Para as V. labrusca, apenas a ‘Niagara
rosada’ foi semelhante a cultivar padrdo Bordd, as demais apresentaram um fator de
protecdo, que exemplifica quantas vezes cada cultivar tem menos chance de expressar
sintomas, sendo ‘Concord’ a expressar a menor chance de apresentar sintomas (0,469
vezes). Para as hibridas, todas as cultivares apresentaram o fator de protecdo,
diferenciando da cultivar padrdo BRS Violeta, tendo BRS Vitoria 0,044 vezes menos
chances de expressar sintomas que a ‘BRS Violeta’. Esses resultados de analise de risco
e da AACPD indicam que as cultivares Concord e BRS Vitoria apresentam uma maior
resisténcia a expressao dos sintomas da mancha da folha. ‘Concord’ ¢ uma V. labrusca
altamente rustica, indicada para regides com periodo de repouso definido e muitas vezes
dispensando o uso de fungicidas. A Embrapa Uva e Vinho vem trabalhando em sele¢des
clonais da cultivar ‘Concord’ em diferentes regioes da Serra Gaucha (RS) (Borges et. al.
2014). ‘BRS Vitoria’ ¢ uma cultivar sem semente e classificada quanto a algumas doengas
foliares, como resistente a mildio (Plasmopora viticola) e susceptivel a ferrugem
(Phakopsora euvitis) e a antracnose (Elsinoe ampelina).

Identificar as fontes de risco para a ocorréncia de uma epidemia ¢ de extrema
importancia para a implementagdo de sistemas de gestdo eficazes para varios
patossistemas (Ojiambo et al. 2017). No caso da mancha da videira, conhecer as
condigdes favoraveis para o monociclo do patégeno e o progresso temporal da doenca
nas diferentes videiras cultivares cultivadas no Brasil, ¢ possivel definir medidas que
ajudam a controlar a epidemia. Estas medidas podem ser utilizadas pelos viticultores para

diminuir o indculo inicial, que levaria a redug¢do de doencas e favoreceria a escolha de
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cultivares que apresentam menores niveis de severidade da doenga mesmo em condigdes

favoraveis para a epidemia.
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Figura 1. A e B, Mancha das folhas em Vitis labrusca, cultivar 'Bordo’, no campo. C,
estruturas reprodutivas do fungo, sinémio onde os conidios sdo produzidos, observados
sob um microscopio optico em folhas de videira. D, Conidiéforo com conidios agrupados

em sinémio observado sob um microscépio de luz. Barras de escala 200 pum (C) e 60 um

(D).
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Figura 2. A- Germinagdo de conidios (%), B- peso micelial (g) (14 dias de idade) e C-
tamanho de tubo germinativo de Pseudocercospora vitis. Linha cheia corresponde a
funcdo Beta generalizada (Y= Ysima (T — Tmin) / (Tstima — Tmin) " (b1 * ou ™ (Tstima — Tmin)
/ (Tméx — Tstima)) * (Tmax — T) / (Tméx — Tsiima)) ™ b1) ajustada aos dados, em que T =
temperatura minima, Tsime = temperatura otima, Tna = temperatura maxima, Y nax =
germinagdo (%) ou peso micelial (g) maximo ou comprimento maximo do tubo
germinativo, 7" = temperatura ¢ b; = ¢ um parametro do modelo, sem interpretagdo
biologica). Para germinacdo Y foi fixado em 100%, e para peso micelial e tamanho do

tubo germinativo o Y4 foi estimado pelo modelo.
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Figura 3. Superficie resposta da germinacao de Pseudocercospora vitis em fungao da
temperatura e periodo de molhamento, descrita pelo modelo Polinomial (Y =b; + T * PM
+ T? + PM? + T * PM, em que Y = germinacio (%), b; = intercepto, sem explicagio
biologica, 7= temperatura e PM = periodo de molhamento). A temperatura 6tima de 29,6

°C estimada pelo modelo relacionada ao periodo de molhamento 6timo de 45,5 horas.
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Figura 4. Curva de progresso da severidade média em mudas de videira avaliadas ao longo

do tempo em resposta a infec¢do de Pseudocercospora vitis. Seta indica o tempo de

avaliacdo até a estabilizacdo da doencga (47 dias apds a inoculagdo).
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Figura 5. Estimativa das curvas de Kaplan-Meier pela andlise de sobrevivéncia,

descrevendo a probabilidade ao longo do tempo da planta se manter sem a ocorréncia dos

sintomas de Pseudocercospora vitis em diferentes cultivares de Vitis labrusca (A) e

hibridas (B) inoculadas com P.vitis.

Tabela 1. Temperatura minima, maxima e 6tima para germinagao de conidios, para peso

micelial e crescimento do tubo germinativo de Pseudocercospora vitis.

Temperatura (°C)

Variavel Minimo Otimo Méximo
Germinagao 4,67 (0,74; 8,59) 28,00 (26,55; 29,45) 40,67 (39,49; 41,84)
Peso micelial 1,00 (-5 -) 24,67 (22,89; 26,44) 35,33 (33,71; 36,96)

Tubo germinativo 0,00 (-;-) 27,00 (24,54, 29,46) 36,00 (24,85; 47,15)

49



Tabela 2. Periodo de incubacao e laténcia (dias) de mancha das folhas da videira, causada
por Pseudocercospora vitis inoculada sobre discos de folhas de videira das cultivares

Bordd e Isabel precoce submetidas a diferentes temperaturas.

Periodo de incubagao (dias) Periodo de laténcia (dias)
Temperatura
(°C) ‘Bords’ ‘Isabel, ‘Bordd’ ‘Isabel’
precoce precoce
10 - - - -
15 - - - -
20 40 39 42 40
25 27 23 29 25
30 36 35 39 38
35 - - - -

- sem presenga de sintoma/sinal (sinémio) durante a avaliagdo. Avaliacao realizada em 9
discos de folha de videira para cada cultivar de videira em cada temperatura testada por

periodo de 42 dias.

Tabela 3. Periodo de incubagdo (dias apds a inoculagdo — DAI), severidade média e
AACPD (Area Abaixo da Curva de progresso da Doenca) da mancha das folhas da
videira, causada por Pseudocercospora vitis nas diferentes temperaturas em folhas de

mudas de 10 cultivares de videira.

Periodo de Severidade
. incubacgao A AACPD* AACPD**  AACPD***
Cultivar (dias) média
hova veha DA DaD Média
Bordo 51 26 1,05 a 325 a 13,30 b 21,30 a 3450 a
Concord 51 33 030 b 0,75 b 330 ¢ 450 b 7,80 b
Isabel 30 31 1,20 a 2,75 a 14,00 b 1830 a 3230 a
Isabel precoce 30 29 0,71 b 225 a 7,80 ¢ 14,00 a 21,80 b
Niagara rosada 37 30 1,25 a 3,00 a 13,30 b 22,00 a 3530 a
BRS Carmem 47 35 0,43 b 1,50 b 350 ¢ 10,30 b 13,80 b
BRS Cora 42 37 0,69 b 275 a 480 c 16,80 a 21,50 b
BRS Magna 40 28 0,56 b 1,50 b 5,00 ¢ 10,50 b 15,50 b
BRS Violeta 33 27 2,00 a 3,50 a 25,50 a 23,30 a 4880 a
BRS Vitoria 40 40 0,20 b 0,50 b 1,00 ¢ 380 b 480 b

'Médias seguidas de letras distintas diferem pelo Teste de Scott-Knott a 5 % de
probabilidade. AACPD*- intervalo de tempo entre a inoculagdo e a estabilizagdo da
severidade da doenga (47 DAI). AACPD* *- intervalo de tempo entre a estabilizagdo da
severidade da doencga (47 DAI) até os 57 DAL. AACPD*** - intervalo de tempo entre a
inoculacao e 57 DAL

50



Tabela 4. Estimativas de risco relativo para a expressao de sintomas de Pseudocercospora
vitis estimadas pelo modelo semi-paramétrico Cox, seguidas dos intervalos de confianca
de 95% as cultivares Vitis labrusca e seus hibridos.

- ndo se aplica.

Estimativa do parametro

Covariante - -
Risco relativo IC (95%)
(Cultivar) LI LS
Bordd - - -
Vitis Concord 0,329%* 0,165 0,665
labrusca Isabel 0,469* 0,239 0,919
Isabel precoce 0,520* 0,279 0,989
Niagara rosada 0,597" 0,313 1,140
BRS Violeta - - -
BRS Carmem 0,054 * 0,026 0,114
Hibrida BRS Cora 0,077 * 0,386 0,154
BRS Magna 0,057 * 0,027 0,116
BRS Vitoéria 0,044 * 0,021 0,088

LI e LS correspondem aos limites inferior e superior do intervalo de confianga para o

risco relativo. IC — Intervalo de confianca de 95%.
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RESUMO

A Mancha das Folhas da Videira (MFV), causada pelo fungo Pseudocercospora vitis
(Lév.) Speg. tem preocupado os produtores de uva devido a ocorréncia da desfolha
precoce nas plantas. Os fungicidas a base de cobre t€ém sido amplamente utilizados contra
as doencas da videira (Vitis sp. L.), principalmente na produgdo organica, mas também
na viticultura convencional, no entanto, seu uso intensivo aumentou as preocupacoes
quanto a fitotoxicidade. Dessa forma, no intuito de desenvolver novas alternativas para
controle da MFV, este trabalho teve como objetivo testar a aficiéncia de produtos
alternativos no controle da MFV e determinar a concentragdao efetiva (EC50) dos
tratamentos testados a campo, para a inibicdo de 50% da germinagao e peso micelial. Os
tratamentos foram: i) acetato de eugenila; ii) produto tecnoldgico ‘PTCV’; iii) fungicida
microbioldgico Serenade®; iv) Serenade® mais melado de cana a 1%; v) Serenade® mais
melado de cana a 2%; vi) calda bordalesa; vii) testemunha com agua, ¢ viii) testemunha
sem aplicagdo. Na safra 2017/2018, o tratamento agua foi substituido por ix) acetato de
eugenila acrescido de bicarbonato de potéassio. Os produtos foram aplicados em duas

safras consecutivas (2016/17 e 2017/18) em pomares com condigdes climaticas
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favoraveis ao desenvolvimento da MFV, apresentando alto potencial de indculo primario.
A eficacia do controle foi contabilizada avaliando-se o progresso temporal da MFV, na
cultivar Bordo. A severidade de MFV na testemunha apresentou padrao logistico em
ambos os ciclos produtivos, alcangando valores médios de severidade de 23% e 35% nas
safras 2016/2017 € 2017/2018, respectivamente. Os produtos: PTCV, acetato de eugenila,
calda bordalesa e Serenade® acrescido de melado de cana a 1% diferiram estatisticamente
da testemunha pela 4rea abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS) na safra
2016/2017. Na safra 2017/2018, os tratamentos a base de Serenade® foram semelhantes
a testemunha pela AACPS. Para a severidade média aos 42 dias de avaliacdo, os
tratamentos acetato de eugenila e PTCV apresentaram menores valores de severidade na
safra 2016/2017. Na segunda safra o tratamento a base de acetato de eugenila e a calda
bordalesa diferiram da testemunha. Acetato de eugenila acrescido de bicarbonato de
potassio apresentou a menor EC50. Com base nos resultados obtidos neste trabalho, os
produtos acetato de eugenila aplicado individualmente ou acrescido de bicarbonato de

potassio e 0 PTCV podem ser considerados promissores para o controle da MFV a campo.

Palavras-chave: Controle alternativo; Cultivo organico; Pressao de inoculo; Severidade;

Vitis labrusca.

ABSTRACT

Grapevine leaf spot disease (GLS) caused by the fungus Pseudocercospora vitis (Lév.)
Speg. has worried grape producers due to the occurrence of early defoliation in plants.
Copper-based fungicides have been widely used against vine diseases (Vitis sp. L.),
mainly in organic production, but also in conventional viticulture; however, their
intensive use has raised concerns about phytotoxicity. Thus, in order to develop new
alternatives for GLS control, this work aimed to test the efficiency of alternative products
in the GLS control and to determine the effective concentration (EC50) of the treatments
tested in the field, to inhibit 50% of the germination and mycelial weight. The treatments
were: 1) eugenyl acetate; ii) 'PTCV' technology product; iii) Serenade® microbiological
fungicide; iv) Serenade® plus 1% cane syrup; v) Serenade® plus 2% cane syrup; (vi)
Bordeaux mixture; vii) control treatment with water, and viii) control treatment without

application. In the 2017/2018 harvest, the water treatment was replaced to ix) eugenyl
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acetate plus potassium bicarbonate. The products were applied in two consecutive
harvests (2016/17 and 2017/18) in orchards with climatic conditions favorable to the GLS
development, presenting high primary inoculum potential. The control efficiency was
performed by evaluating the GLS temporal progress in the ‘Bordd’ cultivar. GLS severity
in the control treatment presented a logistic pattern in both productive cycles, reaching
severity mean values of 23% and 35% in the 2016/2017 and 2017/2018 harvests,
respectively. The products: PTCV, eugenyl acetate, Bordeaux mixture and Serenade®
plus 1% cane syrup differed statistically from the control group, by the area under the
severity progress curve (AUSPC) in the 2016/2017 harvest. In the 2017/2018 harvest,
Serenade-based treatments were similar to control treatment by AUSPC. For the mean
severity at 42 days of evaluation, eugenil acetate and PTCV presented lower severity
values in the 2016/2017 harvest. In the second harvest, eugenil acetate and Bordeaux
mixture differed from the control treatment. Eugenyl acetate plus potassium bicarbonate
showed the lowest EC50. Based on the results obtained in this work, eugenyl acetate
applied individually or added with potassium bicarbonate and PTCV can be considered a

promising alternative for GLS control in the field.

Key-words: Severity; Bordeaux mixture; Vitis labrusca; Inoculum pressure; Organic

cultivation.

1. INTRODUCAO

A Mancha das Folhas da Videira (MFV) ¢ considerada uma doenca importante
no final do ciclo da cultura e que acarreta a queda antecipada das folhas é. O agente casual
¢ o fungo Mycosphaerella personata Higgins, fase anamorfica Pseudocercospora vitis
(Lév.) Speg, sinonimia de Isariopsis clavispora (Berk Curtis) Sacc.

A queda prematura das folhas da videira, pode levar a reducdo do aciimulo de
carboidratos nos ramos e gemas prejudicando a producio da proxima safra, assim como
ocorre em algumas frutiferas (Alves et al., 2008; Liang et al., 2016; Ryu et al., 2016). A
aplicagdo de fungicidas € a principal estratégia para o controle de epidemias da MFV em

todas as regides produtoras uva no Brasil. Em cultivos convencionais, emprega-se o uso
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repetitivo de fungicidas sintéticos e em vinhedos em sistemas organicos, ocorre o
emprego da aplicagdo de cupricos. O principal fungicida sintético muito utilizado nos
vinhedos em sistema convencional para controle da MFV, ¢ o formulado a base de
mancozebe. Para cultivos em sistema organico, o principal cuprico aplicado a calda
bordalesa. O fungicida cuprico tem sido utilizado desde o século XIX para o controle de
doencas de plantas, sendo permitido na agricultura organica, mas também aplicado na
viticultura convencional, no entanto, seu uso intensivo aumentou as preocupacdes quanto
a fitotoxicidade (Martins et al., 2014) como ja observado por Fereira (2012), onde as
folhas ficam com coloragdo amarronzada e podem ocorrer lesdes em decorréncia da
presenca do produto. Durante a preparacao da calda bordalesa, a reagdo do hidréxido de
calcio com o sulfato de cobre resulta na formag¢ao de uma suspensdo azul coloidal de
hidroxido de cobre, praticamente insoluvel em agua, estabilizada pela adsor¢ao do sulfato
de calcio. Na forma fixa ou complexada, o cobre nao ¢ absorvido pelo tecido da planta, o
que reduz o risco de fitotoxicidade da calda bordalesa e com isso aumenta a utilidade do
sulfato de cobre na agricultura (Lamichhane et al., 2018). A aplicagdo de fungicida foliar
em videiras aumenta o teor de metais pesados como o cobre (Cu) em solos de vinhedos
podendo atingir niveis fitotoxicos (Ambrosini et al., 2015).

Na literatura ha relatos do uso de controle alternativos para diferentes doencas
em videira com uso de extratos de plantas (Leite et al., 2012) e 6leos essenciais (Ammad
et al.,, 2018; Maia et al., 2014). O uso de biofungicidas no controle de doengas em
diferentes culturas tem se mostrado promissor (Lahlali et al., 2013; Moreira et al, 2014;
Moreira et al., 2015; Yanez-Mendizabal e Falconi, 2018). Resultados obtidos nesses
trabalhos mostram a a¢ao do produto controlando a doenca através do seu efeito sobre o
patogeno, interferindo sobre fases da interagdo patdogeno/hospedeiro, como a germinagao

do esporo e a colonizagdo do tecido do hospedeiro.
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Na busca de novas opgdes de controle, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
progresso temporal da MFV em uvas rusticas Vitis labrusca, cultivar Bordo, utilizando
produtos alternativos no controle desta doenca. Para melhor entendimento do efeito dos
produtos sobre a MFV, os experimentos foram realizados em dois ciclos consecutivos e

sob alta pressao de indculo primario.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Teste a campo

2.1.1 Aspectos gerais

O experimento foi realizado em um vinhedo experimental com a cv. Bordd, sob
sistema de cultivo organico, durante dois ciclos consecutivos de producao, em 2016
(dezembro/ fevereiro) e 2017 (dezembro/ fevereiro). As videiras, plantadas em 2008,
foram enxertadas em porta-enxerto ‘“Paulsen 1103, com espacamento entre plantas de
2,5m, em area declivosa com linhas dispostas em patamares, sendo conduzidas em cordado
esporonado, espaldeira de trés fios. O vinhedo se localiza na Estacdo Experimental do
Canguiri, Universidade Federal do Parand, municipio de Pinhais, Parand, Regido Sul do
Brasil (25°23°18 S, 49°07°59 W) a uma altitude de 933 m. O clima ¢ Cfb (temperado,
com verdo ameno) segundo a classificagdo de Koppen (SIMEPAR, 2018).

Para auxilio no entendimento da doenca foram coletados dados climaticos mensais
do municipio de Pinhais nos periodos dos experimentos. Estes dados foram cedidos pelo
Instituto Tecnologico SIMEPAR (Sistema Meteorologico do Estado do Parana). Foram
calculadas as médias mensais de temperatura e a precipitagdo total mensal, a partir dos

valores diarios de precipitagao de cada més.
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2.1.2 Delineamento experimental

O delinecamento experimental foi conduzido em blocos ao acaso, com oito
tratamentos e quatro repeti¢des, sendo cada parcela constituida de uma planta contendo
dois ramos marcados. O nimero de plantas por tratamento foi definido em fun¢do da
homogeneidade da area experimental, considerando como parcelas plantas vigorosas e
que ja apresentavam alguns ramos com seis ou mais folhas adultas e sadias. Para testar a
eficiéncia dos tratamentos em fun¢do da pressdo de inoculo da area, a aplicacdo dos
produtos foi realizada apenas nas folhas dos dois ramos marcados ao invés da planta
inteira. Em cada ramo foram marcadas cinco folhas consecutivas. As folhas foram
selecionadas trés dias antes da aplicacdo dos tratamentos € ndo apresentavam sintomas
visiveis da MFV no momento da marcagao.

Os tratamentos foram aplicados em intervalos semanais na primeira safra (inicio
em 23 de dezembro de 2016) totalizando sete aplicagdes e quinzenais (inicio em 14 de
dezembro de 2017) na segunda safra, totalizando seis aplicagdes. A pulverizacdo foi
realizada durante as horas mais frias do dia, ate as 10h ou apds as 16h. Utilizou-se
pulverizador manual Multisprayer Guarany®, direcionando a aplicacdao dos tratamentos
para as folhas de cada ramo até o ponto de escorrimento superficial em ambos os lados
da folha (abaxial e adaxial).

Os tratamentos na safra 2016/2017 foram: 1 - testemunha, sem aplicacdo de
produto; 2 — aplicagdo de agua destilada, base das dilui¢cdes dos demais tratamentos; 3 -
acetato de eugenila, derivado do composto natural eugenol, na concentracao 0,1%; 4 -
produto tecnoldgico denominado PTCV, a base de extrato vegetal; 5 - mistura pronta de
calda bordalesa (Bordasul®), preparada na concentragdo recomendada de 0,3% m/v
(massa/volume), 6 - biofungicida bactericida microbioldgico Serenade® (Bayer S.A.)

composto pela bactéria gram-positiva Bacillus subtilis linhagem QST 713 13,68 g L-,
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preparado na concentragdo 0,2 % (2 litros do composto por 1.000 litros de volume de
calda); 7 - Serenade® acrescido de substrato acucarado — melado de cana comercial
DaColonia® nas concentragao a 1,0 % e 8 - Serenade® mais melado de cana comercial
DaColonia® nas concentracao de 2,0 %. Os tratamentos 3 e 4 foram desenvolvidos no
Laboratorio de Ecologia Quimica e Sintese de Produtos Naturais, Setor de Ciéncias
Exatas da Universidade Federal do Parana

Na segunda safra, 2017/2018, retirou-se o tratamento com dgua por nao apresentar
diferenca significativa da severidade em relagdo a testemunha, substituindo pelo acetato
de eugenila (0,1%) acrescido de bicarbonato de potéassio (KHCO3) (750 mg L-') como
forma de verificar se ocorre uma potencializacdo da eficiéncia de controle do acetato de
eugenila com a adi¢ao do bicarbonato de potassio no controle da doenca (Tabela 1). As
aplicacdes foram realizadas nas mesmas datas das avaliacdes.

2.1.3 Avaliag¢des a campo

O ntmero de folhas com sintomas de MFV em relacdo ao total (incidéncia) e o
percentual de tecido foliar lesionado (severidade) foram avaliados a partir da primeira
pulverizacao, nas duas safras, seguindo intervalos semanais na primeira safra e quinzenais
na segunda safra. A quantificacdo da severidade foi realizada em cada folha do ramo,
utilizando-se a escala diagramatica proposta por Lenz et al. (2009), com valores de
severidade variando entre 1,6 € 40,20%.

A partir dos dados de severidade, calculou-se a Area Abaixo da Curva de
Progresso da Severidade (AACPS), por integracdo trapezoidal (Shaner e Finney, 1977),
considerando desde a primeira até a ultima aplicagdo de cada safra. O efeito dos
tratamentos sobre a AACPS da severidade foi verificado pela analise de variancia e as
médias, comparadas pelo teste de Scott-Knott (5%). Aos dados do progresso temporal da

severidade, de cada tratamento, foram ajustados os modelos:
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1- Linear Simples

y=b;+bst
2- Exponencial

y= yoexp”

3- Logistico

y=1/(1+((1/y9)-1)exp™
em que: b; € o intercepto (10); b2 € o coeficiente angular (7); y € a severidade observada
no tempo #; yp € a estimativa do in6culo inicial da doenca e r ¢ a taxa de incremento da
doenca para cada modelo.

A qualidade do ajuste dos modelos foi verificada pelo coeficiente de determinagao
entre os valores observados e os preditos (R*?), pelo erro padrio residual e pelo Critério
de Informagao de Akaike (AIC) para a selecao do modelo mais adequado para representar
a epidemia. As estimativas dos parametros do modelo escolhido foram comparadas, entre
os tratamentos, pelo intervalo de confianga. O efeito dos tratamentos considerando a
severidade média aos 42 dias de avalia¢do, tempo decorrido em que ainda ndo havia
ocorrido queda de folhas, e sobre a porcentagem de desfolha foi verificado pela analise

de variancia e as médias, comparadas pelo teste de Scott-Knott (5%).

2.2 Teste in vitro

Para entendimento da ag¢do dos produtos alternativos aplicados a campo no
controle da MFV, foram realizados experimentos em laboratério verificando a influéncia
de diferentes concentragcdes dos produtos aplicados na safra 2017/2018 sobre a
germinagdo e o peso micelial de P. vitis.

Os tratamentos foram: 1 - acetato de eugenila 0,1%; 2 - acetato de eugenila

acrescido de bicarbonato de potéassio (750 mg L-'); 3 - produto tecnoldgico denominado
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PTCV a base de extrato vegetal; 4 - mistura pronta de calda bordalesa (Bordasul®),
preparada na concentracdo recomendada de 0,3% m/v (massa/volume), 5 - o biofungicida
bactericida microbioldgico Serenade®, bactéria gram-positiva Bacillus subtilis linhagem
QST 713 3,68 gL -'a0,2 %; 6 - Serenade® 0,2 % acrescido de melado de cana comercial
DaColonia® na concentracao de 1,0 % ¢ 7 - Serenade® 0,2 % mais melado de cana

comercial DaColonia® na concentra¢do de de 2,0 % (Tabela 1).

2.2.1 Inibicdo da germinagdo de conidios de Pseudocercospora vitis em fungdo das
concentracoes dos controles alternativos

A germinagdo de conidios de P. vitis foi avaliada nas concentragdes: 5, 10, 50,
100 e 1000 pg L-' dos tratamentos. O teste foi feito no escuro, sendo quatro placas de
Petri contendo meio de cultura agar 4gua (AA) para cada concentragao.

Os produtos foram dissolvidos em agua estéril, ajustado para 10 pg ia mL-! e
incorporado em meio AA 2% para produzir concentracdes entre 5 a 100 pg L-'. Os
produtos testados foram adicionados ao meio AA autoclavado arrefecido a 45 °C.
Conidios de P. vitis foram obtidos de folhas de videira com sintomas da mancha das
folhas da videira coletadas em area sem aplicag¢ao de controle fitossanitario, e usadas para
a producao de suspensdes de esporos. Aliquotas de 100 pL de suspensdo fungica de
P.vitis, ajustada com auxilio da cAmara de Newbauer, na concentragio 3 x 10* conidios
mL-', foram espalhadas nas placas contendo os diferentes tratamentos. A testemunha
constitui-se apenas de meio AA acrescido de 100 pL da suspensdo flingica na
concentracio 3 x 10* conidios mL-'. Posteriormente, as placas de Petri foram
armazenadas em condigdes controladas a 25 °C, em camaras de Demanda Quimica de
Oxigénio (BOD) (Eletrolab®). Apds 24 horas, a germinagio foi paralisada com a adigio

de uma gota de lactofenol de Amann espalhada sobre o meio de cultura. A avaliagdo da
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porcentagem de germinagdo constituiu na contagem dos 100 primeiros conidios
encontrados em cada placa de Petri em microscopio de luz. Foi considerado conidio
germinado, aquele que apresentava tubo germinativo de tamanho igual ou superior ao
comprimento do préprio conidio.

A 1nibicao da germinag¢do (IG) foi calculada pela seguinte equacgdo: IG = (Gyc -
Gp) / Gp x 100, onde G sao as frequéncias médias de conidios germinados em tratamento
controle, sem o produto, e G, sdo as frequéncias médias de conidios germinados em
tratamentos com o produto. A ECso, curva de dose-resposta graduada que representa a
concentragdo do produto para qual inibiu 50% da germinagdo de P. vitis, foi calculada
por meio de regressdo linear de primeiro grau entre os valores obtidos de IG e o logio das

concentragdes do produto.

2.2.2 Inibigdo do peso micelial de Pseudocercospora vitis em funcao das concentragdes

dos controles alternativos

A determinacdo do peso micelial de P. vitis, foi avaliada nas concentragdes de 5,
10, 50, 100 e 1000 pg L-' dos tratamentos. O teste foi realizada no escuro, sendo quatro
Erlenmeyers contendo meio liquido de caldo de batata e dextrose (BD) para cada
concentragdo. A metodologia empregada foi a de crescimento micelial em meio liquido,
utilizando-se os mesmos produtos da safra 2017/2018. Os produtos foram dissolvidos em
agua estéril, ajustados para 10 pg ia mL-' e incorporado em 150 mL de meio BD em
Erlenmeyer de 250 mL. Os produtos foram adicionados ao meio liquido BD autoclavado
e arrefecido a 45 °C. Um disco de micélio (5 mm de didmetro) de P. vitis, com 14 dias
de idade, foi colocado nos meios de cultura (liquido) de cada tratamento. A testemunha
constitui-se apenas de meio liquido BD sem produto, acrescido de um disco de micélio

de P.vitis. Os frascos foram acondicionados em agitador a 150 rotagdes por minuto por
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14 dias, em temperatura ambiente (25 °C +3 °C). Apo0s este periodo, separou-se a massa
micelial do meio liquido, coando-se com auxilio de uma peneira pequena. Determinou-
se o0 peso da massa micelial fresca (g) de cada tratamento em balanga semi-analitica com
precisao de 0,01g.

A inibi¢ao do peso micelial (IP) de P. vitis foi calculada pela seguinte equagdo: IP
= (P« - Pp) / P x 100, onde P € a frequéncia média de peso da massa micelial no
tratamento controle, sem o produto e P, sdo as frequéncias médias de peso da massa
micelial em tratamentos com o produto. A ECso, concentracdo dos produtos necessarios
para inibir 50% do peso da massa micelial de P. vitis, foi calculada por meio de regressoes
lineares de primeiro grau, entre os valores obtidos para IP e o logio da concentracao do
produto.

As analises dos dados deste trabalho foram realizadas com o ambiente R (R Core

Team, 2018).

3. RESULTADOS

3.1 Testes a campo

Nas safras 2016/2017 e 2017/2018, os primeiros sintomas da MFV nas folhas
marcadas se iniciaram a partir do més de dezembro, com acréscimo ao longo dos dois
meses subsequentes. Os meses de janeiro e fevereiro, apresentaram temperaturas médias
mensais mais elevadas que os demias meses do ano. Na safra 2016/2017, a temperatura
média mensal foi de 20,0 °C para janeiro e de 21,7 °C para fevereiro. Na safra 2017/2018,
a temperatura média mensal foi de 19,6 °C para janeiro e de 19,2 °C para fevereiro. Nesses
meses, ocorreram também temperaturas minimas mais elevadas, acima de 10 °C (Fig. la
e 1b). Até a primeira quinzena de janeiro, a severidade média inicial da MFV situou-se

abaixo de 10%, com crescente aumento ao longo do tempo, chegando a valores de 20%,
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na ultima avaliacdo do experimento, na safra 2016/2017 e de 35% na safra 2017/2018,
(Fig. 2a e 2b). No final do més de janeiro, em ambas as safras, a incidéncia da doenca foi
de 100% nos ramos avaliados, havendo maior variagao entre as repetigdes no inicio das

avaliagdes, diminuindo ao longo do tempo, até atingir 100% de incidéncia (Fig. 2c e 2d).

3.1.1 Safra 2016/2017

Os tratamentos testemunha e aplicagdo de 4gua, apresentaram maiores valores de
severidade média, em relagdo aos produtos alternativos testados a campo, chegando a
20% na ultima avaliacdo. Os demais tratamentos mantiveram os valores de severidade
abaixo de 10%, sendo que o acetato de eugenila e o produto tecnolégico PTCV tiveram
severidade média menor que 5%. A partir da quarta avaliacdo, metade do més de janeiro,
pode-se observar a diferenciagdo da severidade entre a testemunha e os demais
tratamentos, ficando mais evidente na ltima avaliacdo no més de fevereiro (Fig. 3a).

Para a area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPsev) da MFV, os
produtos: acetato de eugenila, produto tecnolégico PTCV, calda bordalesa, Serenade® e
Serenade® acrescido de melado de cana a 1%, ndo diferiram significativamente, apesar
do tratamento PTCV a apresentar o menor valor de AACPsev. Os tratamentos com
aplicacdo de 4gua e Serenade®™ acrescido de melado de cana 2%, ndo diferiram
estatisticamente da testemunha (Tabela 2).

Para a severidade média determinada aos 42 dias de avaliagdo, periodo até o qual
ndo ocorreu queda de folhas, a aplicacdo apenas de agua foi o Unico tratamento
semelhante a testemunha, com severidade acima de 12%. Os demais produtos
proporcionaram reducdo da doenca. O PTCV e o acetato de eugenila apresentaram
menores valores de severidade, maximo de 3%, sendo diferentes dos demais tratamentos.

A calda bordalesa juntamente com o biofungicida Serenade acrescido ou ndo de melado
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de cana, foram semelhantes, apresentando valores intermediarios de severidade, entre 4 ¢
8% (Tabela 2).

A sele¢ao dos modelos para o progresso temporal da severidade da mancha das
folhas da videira, indicou o modelo logistico para a testemunha, a aplicacdo com agua e
o biofungicida Serenade® acrescido de melado a 2%. Os demais tratamentos estdo
representados pelo modelo linear (Tabela 3). O tnico tratamento diferente da testemunha
foi PTCV, no parametro indculo inicial, definido pelos intervalos de confianga (Anexo
Figura 2).

Para os dados de desfolha da videira apenas o tratamento calda bordalesa
apresentou diferenca significativa dos demais tratamentos, exibindo maior queda de

folhas na ultima data de avaliagdo (14 de fevereiro) (Figura 4).

3.1.2 Safra 2017/2018

O tratamento testemunha apresentou o maior valor de severidade média, em
relacdo aos produtos alternativos testados a campo, acima de 30% na ultima avaliagdo.
Os demais tratamentos mantiveram valores de até 24%, sendo que o acetato de eugenila
e o produto tecnoldgico PTCV tiveram severidade média menor, proximo a 10%. A partir
da terceira avalia¢cdo, na metade de janeiro de 2018, pode se observar a diferenciacio da
severidade entre a testemunha e os demais tratamentos, ficando mais evidente na ultima
avaliagdo, final de fevereiro de 2018. Calda bordalesa e Serenade® tiveram valores de
severidade intermediarios, aproximadamente 20% (Fig. 3b).

Para a AACPsev da MFV, os produtos a base de Serenade® foram semelhantes a
testemunha. Os produtos acetato de eugenila sozinho ou acrescido de bicarbonato de
potéssio, 0 PTCV e calda bordalesa foram semelhantes entre si.

Para a severidade média determinada aos 42 dias de avaliagdo, a testemunha

apresentou a maior valor de severidade (12%). Os tratamentos a base de Serenade® e o
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produto PTCV foram semelhantes a testemunha. Os produtos a base de acetato de
eugenila e a calda bordalesa proporcionaram reducdo da doencga, diferindo dos demais
tratamentos, com severidade de até 6% (Tabela 2).

A sele¢ao dos modelos para o progresso temporal da severidade da mancha das
folhas da videira, indicou o modelo logistico para a maioria dos tratamentos, exceto para
o biofungicida Serenade® acrescido de melado a 2%, melhor representado pelo modelo
exponencial (Tabela 3). Os tratamentos foram comparados por contrastes de pardmetros
epidemiologicos sendo que o tnico tratamento diferente da testemunha foi o PTCV, no
parametro taxa de progresso da doenca, definido pelos intervalos de confianca (Anexo
Fig. 2). Para a incidéncia da MFV, os tratamentos foram comparados constrastes de
parametros epidemiologicos, definindo o modelo em funcao do intervalo de confianca
(Anexo Fig. 1)

Para os dados de desfolha da videira ndo houve diferenca significativa entre os

tratamentos na ultima avalia¢do no final de fevereiro (Fig. 4).

3.2 Inibi¢do da germinagdo de conidios e peso micelial de Pseudocercospora vitis em
funcdo das concentracdes dos controles alternativos

O tratamento acetato de eugenila acrescido individualmente de bicarbonato de
potassio apresentou o menor valor de concentracao efetiva para inibir 50% da germinagao
(30,9 u L-") e do peso micelial (38,5 pu L-') de P. vitis (Tabela 4).

O produto tecnologico PTCV, apresentou a segunda menor EC50 (43,29 n L-')
para a germinagdo, seguido pelos produtos acetato de eugenila e Serenade®
individualmente ou acrescido de melado de cana, em que a concentragao foi de
aproximadamente 80 pu L-'. A calda bordalesa teve uma EC50 considerada alta de 201,6

p L-'.

65



Para o peso micelial, os tratamentos acetato de eugenila e PTCV apresentaram a
segunda menor EC50 (62,6 e 68,9 p L-!, respectivamente), seguido pelo Serenade® (74,8
p L-1). Os tratamentos com Serenade® acrescido de melado de cana apresentaram uma
EC50 em torno de 150 p L-'. A calda bordalesa teve o maior valor de concentragao
efetiva, aproximadamente 11 vezes a dose do acetato de eugenila acrescido de

bicarbonato de potéssio.

4. DISCUSSAO

Neste trabalho, os produtos acetato de eugenila acrescido de bicarbonato de
potéassio e PTCV mostraram-se promissores no controle da MFV a campo, mesmo sob
condigdes de alta pressao de indculo, reduzindo a severidade da doenca e atuando na fase
inicial de infe¢do do hospedeiro.

A epidemia da MFV, referente ao tratamento testemunha, foi melhor representada
pelo modelo logistico, amplamente utilizado para representar patossistemas que se
comportam de maneira policiclica (Madden et al., 2007). Ferreira (2012) verificou que a
MFYV inicialmente poderia ser expressa pelo modelo exponencial, com severidade até 5%.
Posteriormente, o autor observou um rapido aumento da severidade, concluindo que ao
longo do tempo a doenga expressa um comportamento mais severo, caracteristicas do
modelo logistico.

Ao comparar dados de parametros de severidade, a testemunha, nas duas safras,
expressou comportamento logistico, com maior valor de assintota na segunda safra, ano
em que a severidade de doenca foi maior. Como na primeira safra a maioria dos
tratamentos apresentaram comportamento linear, ndo foi possivel comparar com a

testemunha. Na safra 2017/2018, os tratamentos a base de Serenade®, Serenade®
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acrescido de 1% de melado de cana e o produto tecnoldgico apresentaram assintota muito
proximas a testemunha. Para o inoculo inicial, os valores ficaram muito proximos a
testemunha, sem haver diferenca entre os tratamentos, provavelmente a cobertura de
tratamento das superficies foliares nao foi perfeita, o que pode explicar as semelhangas
no inoculo inicial. Segundo Bergamin Filho (2011), o aumento dos sintomas da doenga a
campo se deve principalmente a quantidade de in6culo que chega a superficie da planta,
importante parametro relacionado ao monociclo de uma doenga. No entanto, a MFV ¢
uma doenga policiclica e 0 aumento dos sintomas ocorre principalmente devido aos ciclos
secundarios do patdégeno no hospedeiro (Bergamin Filho, 2011) e pelo aumento do
tamanho das lesdes, como ja estudado (Rogovski-Czaja et al., 2019) ndo dependendo
apenas do in6culo inicial. Sendo assim, a aplicagdo preventiva de agentes de controle
alternativos sobre as superficies foliares, pode ser importante para prevenir a infeccao
primaria pelo patégeno. Neste trabalho, isso pode ser concluido, tendo em vista que, as
aplicacdes dos produtos acetato de eugenila individualmente ou acrescido de bicarbonato
de potassio e o produto tecnologico PTCV, em doses menores que os demais tratamentos,
em especial, a calda bordalesa, muito utilizada no sistema de producdo organica,
apresentam efeito fungicida sobre a germinagdo e o crescimento micelial de P. vitis.

A maioria das doengas de plantas apresentam respostas diferenciadas em fungao
das variaveis meteorologicas, como temperatura e precipitagdo, esse fato ¢ bem
conhecido e tem sido a base para a tomada de decisdes por agricultores e formuladores
de politicas (Garretti et al., 2016). Para a MFV, no periodo de avaliagdo, o més de janeiro
na safra 2016/2017 e dezembro e janeiro na safra 2017/2018 apresentaram precipitacdo
acima de 150 mm, além de grande amplitude térmica entre as temperaturas de dia e a
noite (minima acima de 12 °C e maximas acima de 30 °C). Além disso, a ocorréncia de

orvalho pela manha, mesmo em dias sem ocorréncia de precipitagdo, como observado por
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Ferreira (2012) nesta mesma area experimental, mostrou-se fundamental para o
desenvolvimento da MFV. Para esta doenga, periodos mais longos de molhamento (acima
de 12 horas) e temperaturas mais altas (24 e 28 °C) favorecem a germinagdo € o
crescimento micelial de P.vitis (Rogovski-Czaja, et al., 2019).

Em relacdo aos tratamentos, o acetato de eugenila reduziu a severidade da MFV,
apresentando bons resultados para o controle da epidemia nas duas safras. Para este éster,
jé& foram relatados trabalhos demostrando sua a¢do antifingica (Musthafa et al., 2016) e
antibacteriana (Vanin 2014). No presente trabalho, a aplicagcdo de acetato de eugenila em
intervalos semanais causou fitotoxicidade nas folhas tratadas na primeira safra. Na safra
seguinte, poucas folhas apresentaram fitotoxicidade, provavelmente devido ao fato das
aplicagdes serem realizadas quinzenalmente. O acetato de eugenila utilizado neste
trabalho ¢ uma formulacdo a base de eugenol, composto majoritario do 6leo de canela
(Cinnamomum sp.) (Krasniak, 2015), de facil aquisi¢do e que este composto ja apresenta
bons resultados no controle de diversos patdégenos como Penicillium expansum, Botrytis
cinerea, Monilinia fructigena doencas em maca (Amiri et al., 2008) e Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici em tomateiro (La Torre et al., 2015). O acetato de eugenila
acrescido de bicarbonato de potassio foi eficiente no controle da MFV, reduzindo a
severidade da doenca, em relagdo a testemunha. Testes em videiras para o controle da
MFV mostraram bons resultados do uso de bicarbonato de sodio e potassio (Park et al.,
2014). Em pos colheita, o acréscimo de bicarbonato, neste caso o de sddio, tem efeito
sobre o crescimento micelial, a producdo e germinagdo de esporos e a produgdo de
apressorios de Colletotrichum musae in vitro, bem como no controle efetivo de outras
doengas que acometem a cultura da bananeira (De Costa e Gunawardhana, 2012). Além
do controle de doengas, o uso de bicarbonato pode melhorar a vida de prateleira de

algumas frutas, como a banana (Vilaplana et. al., 2018).
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O produto tecnolégico PTCV apresentou resultados promissores para o controle
da MFV, sendo eficiente na reducdo da severidade dessa doenga. O uso de extratos
herbaceos ¢ uma eficiente alternativa de manejo no controle de doengas de plantas,
inclusive sendo aplicado na forma de solugdo no periodo de pods-colheita (Bazie et al.,
2014). Nessa linha, a utilizagao de 6leo essencial de capim-limao (Cymbopogon citratus)
apresentou controle sobre a MFV, havendo aumento da atividade da enzima quitinase,
enquanto a atividade da enzima catalase diminuia (Maia et al., 2014). Entretanto, para a
viabilidade do PTCV como controlador desta doenga, sao necessarios mais estudos sobre
a persisténcia do produto no campo.

O biofungicida Serenade® apresentou reducdo da severidade da MFV, porém os
resultados ndo diferiram da testemunha. Mesmo com a adi¢do de melado de cana-de-
acucar como fonte inicial de carboidratos, a agcdo da bactéria B. subtilis ndo apresentou
resultados satisfatorios no controle da MFV. Shasaltaneh et al. (2013) observaram que o
acréscimo de 1% de melado de cana-de-aguicar promoveu um incremento na biomassa de
B. subtilis. Entretanto, concentragdes superiores de melado, apesar de favorecerem a
aderéncia do produto a superficie foliar, levam a inibicdo do crescimento bacteriano,
devido ao aumento da concentragdo de solutos, que por consequéncia altera a interacdo
das moléculas na membrana celular e a regulagdo do metabolismo intracelular bacteriano
(Miranda et al., 2007). O uso de B. subtillis no controle de doengas de plantas ¢ relatado
para a mancha foliar de Glomerella (género Colletorichum) em macieira. Nesse caso,
além de expressar alto potencial contra a doenca, o biofungicida Serenade® foi capaz de
produzir metabolitos termoestaveis antifingicos, inibindo completamente o crescimento
micelial de Colletotrichum acutatum (Moreira et al., 2014).

Em cultivos de videira, principalmente em producdes organicas, o uso dos

fungicidas cupricos, como a calda bordalesa, ¢ amplamente utilizado no controle de
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doencas fingicas, sendo considerado um fungicida com efeito protetor, menos toxico e
de menor custo (Peruch e Bruna, 2008). Na safra 2016/2017, a aplicacdo de calda
bordalesa 0,3%, dose menor que a recomendada para videiras (Maia et al., 2014; Martins
et al., 2014), causou sintoma de fitotocixidade nas folhas que receberam o produto,
podendo ser identificada pela coloragdo marrom na face abaxial e pela reducao da
expansao da folha tratada, quando comparada as folhas que nao receberam o tratamento.
A ocorréncia de fitotocixidade ja foi observada em culturas, como a goiabeira (Goes et
al., 2004), videira (Albarello et al. 2013; Ferreira, 2012;), cereja (Holb e Schnabel 2005).

Muitos fatores podem levar a fitotoxicidade de Cu em plantas, incluindo a
aplicacdo de formulagdes de Cu altamente soluveis (sulfato de cobre, nitrato de cobre),
quantidade excessivamente alta ou pulveriza¢des muito frequentes. Outro fator que pode
causar fitotoxicidade é o preparo e uso de caldas muito 4cidas (pH inferior a 5,5) que
resulta em Cu soltivel em excesso, ou ainda mistura de tanque de Cu com outros produtos,
aplicagdo de Cu em temperaturas elevadas, tempo seco e presenca de impurezas no
produto (Behlau et al. 2017; Timmer e Zitko 1996; Lamichhane et al., 2018). Entretanto,
o uso de Cu em vinhedos vai além do efeito protetor deste fungicida no controle de
doengas em videira. A aplicacdo frequente de fungicidas a base de cobre leva a
contaminagdo do solo, aumentando os niveis deste metal pesado, podendo atingir niveis
fitotoxicos, que causam danos no crescimento, estado fisiolégico e alteragdes na
morfologia radicular de videiras (Martins et al., 2014; Trentin et al., 2019).

Na safra 2016/2017, o tratamento a base de calda bordalesa apresentou
fitoxicidade nas folhas que receberam este tratamento, o que levou a maior poncentagem
de defolha na ultima avaliacdo. Isto ocorreu provavelmente pela aplicagdo mais frequente

do tratamento, em intervalos de aproximadamente sete dias. Na safra seguinte, os
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intervalos foram quinzenais, e ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos quanto
a desfolha.

O acetato de eugenila acrescido de bicarbonato de potassio seguido pelo produto
tecnologico PTCV, apresentaram os menores valores de EC50, indicando que baixas
concentragoes efetivas destes produtos ja tem um efeito sobre o desenvolvimento do
patogeno. A atividade antiflingica do eugenol leva a alteracdes na membrana e sua
permeabilidade, gerando a sua desestabilizagdo e ruptura. Ocorrem alteragdes
morfologicas consideraveis em hifas, como coagulacao citoplasmatica, vacuolizacdo e
murchamento das hifas além da indugio da geracdo de H,O e aumento do Ca*" livre no
citoplasma (Wang et al., 2010). Contudo, os autores observaram que ndo houve efeito do
eugenol sobre a germinagdo, apenas sobre o crescimento micelial de Botrytis cinerea,
indicando efeito do produto nos processos pds-germinagao. A calda bordalesa apresentou
concentragdes efetivas mais elevadas para alcangar 50% da inibicdo de germinacdo e
crescimento micelial. Fleming e Trevors (1989), ressaltam que o Cu como biocida requer
doses mais altas para sua acdo, interferindo na interagdo com 4cidos nucléicos,
interrupgao de sitios ativos de enzimas, interferéncia no sistema de transporte de energia
e finalmente a quebra da integridade das membranas celulares.

Finalmente, os produtos alternativos, acetato de eugenila acrescido de bicarbonato
de potéssio e o produto tecnoldgico PTCV foram os que melhor controlaram a doenca a
campo, reduzindo a severidade, e agindo sobre a germinacao de conidios € o crescimento
micelial de P.vitis. Dessa forma, estes resultados indicam que estes produtos podem
serem uma alternativa promissora aos fungicidas tradicionais utilizados no manejo da
MFYV e consequentemente, por serem produtos de origem natural, uma opg¢ao de controle

de baixo impacto ao meio ambiente, a saide do aplicador e do consumidor.
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e (b) 2017/2018, coletados pelo Sistema Meteoroldgico

Fig. 1. Dados meteoroldgicos da estagdao automatica de Pinhais (PR), referente as estacdes
do Parana (SIMEPAR). As barras verticais representam a precipitacdo média mensal
(mm). As linhas representam as médias mensais das temperaturas: temperatura maxima

(circulo); temperatura média (tridngulo) e temperatura minima (quadrado).
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Fig. 2. Curvas do progresso da incidéncia (porcentagem de folhas com sintomas) e da
severidade (porcentagem de area foliar com sintomas) da mancha das folhas da videira,
cultivar Bordd (Vitis labrusca) no tratamento testemunha (sem aplicacdo), safras (a, ¢)

2016/2017; e (b, d) 2017/2018, Pinhais, Parana, Brasil.

78



50

—&—— Testemunha a
-0 Agua
———-%—— Serenade’
407 A Serenade’ + melado de cana 1%
— & — Serenade’ + melado de cana 2%
— —0—— PTCV?
30 — —€— —  Acetato de eugenila

—<—— Calda bordalesa

Severidade média (%)

22-12-16 29-12-16 5-1-17 12-1-17 19-1-17 26-1-17 2-2-17 9-2-17 16-2-17

Data das avaliagdes

50
—@&—— Testemunha b
O - Serenade’
———-w%-—— Serenade’ + melado de cana 1%

40 4 — —A — - Serenade' +melado de cana 2%
— — % — PTCV?
g\i — —0O—-—  Acetato de eugenila
®© — ——— —  Actetao de eugenila + KHCO3?
g 801 —9—— Caldabordalesa
S
[0}
k]
@®©
2 20 -
[
>
[}
n

10

0 A = T S T B A e S
11-12-17 25-12-17 8-1-18 22-1-18 5-2-18

Data das avaliagées

Figura 3. Curva de progresso da severidade da mancha das folhas da videira, cultivar
Bordo (Vitis labrusca), plantas tratadas com os produtos alternativos e testemunha (sem

aplicagdo), safras (a) 2016/2017 e (b) 2017/2018, Pinhais, Parané Brasil.

! Biofungicida a base da bactéria Bacillus subtilis. > PTCV — produto tecnoldgico a base de extrato de planta.

3 Bicarbonato de potassio.
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Fig. 4. Porcentagem média de desfolha na ultima data de avaliacdo, em fevereiro, cultivar
Bordé (Vitis labrusca), plantas tratadas com produtos alternativos no més fevereiro, nas

safras (a) 2016/2017; ¢ (b) 2017/2018, Pinhais, Parana Brasil.

*Barras com erro padro. Letras iguais sobre a barra ndo diferem estatisticamente entre os tratamentos pelo

teste de Tukey a 5% de significancia.
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Tabela 1. Descricdo dos tratamentos testados em laboratério (in vitro) e a campo na
cultivar Bord6 (Vitis labrusca), plantas tratadas com os produtos alternativos nas safras

2016/2017 e 2017/2018 para controle da mancha das folhas da videira, Pinhais, Parana,

Brasil.
Concentragdo Safras
Tratamentos In
(%) 2016/2017  2017/2018 vitro

Testemunha (sem aplicag@o de produto) X X X
Agua X - -
Acetato de eugenila 0,1% 0,10 X X X
Acetato de eugenila 0,1% + KHCOs! 0,10 - X X
Calda bordalesa (Bordasul ®) 0,3 % 0,30 X X X
PTCV? 0,20 X X X
Serenade®? 0,2% 0,20 X X X
Serenade®? 0,2% + melado de cana a 1% 0,20 X X X
Serenade®? 0,2% + melado de cana a 2% X X X

'Bicarbonato de potassio. 2PTCV — produto tecnologico a base de extrato de plantas. *Biofungicida a base

da bactéria Bacillus subtilis.

81



Tabela 2. Area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPsev) e severidade

média aos 42 dias de avaliagdo da mancha das folhas da videira, cultivar Bordo (Vitis

labrusca) tratadas com os produtos alternativos a campo nas safras 2016/2017 e

2017/2018, Pinhais, Parana, Brasil.

Tratamento AACPsev! Meédia sev. 42dias?
2016/2017 2017/2018 2016/2017 2017/2018

Testemunha 4519 a 1281,5a 15,1 a 12,1a
Agua 409,5 a 12,5a
Acetato de eugenila 1114b 571,0b 3,1c 6,2b
Acetato de eugenila + KHCO3? --- 498,7b --- 47b
Calda bordalesa (Bordasul®) 229,0b 758,1 b 82b 52b
PTCV?® 65,0b 615,5b 2,0c 7,0 a
Serenade®* 238,0a 987,5a 7,7b 8,7a
Serenade®*+ melado de cana 1% 171,1b 1054,1 a 5,0b 10,3 a
Serenade®* + melado de cana 2% 3174 a 11794 a 8,6b 9,8a

*Médias seguidas das mesmas letras na coluna ndo diferem estatisticamente entre os tratamentos pelo teste

de Scott-Knott a 5% de significincia. 'Area abaixo da curva de progresso da severidade. 2Média da

severidade aos 42 dias de avaliagdo. *Bicarbonato de potéssio. “Biofungicida a base da bactéria Bacillus

subtilis. SPTCV — produto tecnoldgico a base de extrato de plantas.
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Tabela 3. Estimativas dos parametros epidemioldgicos: assintota maxima (y), indculo
inicial (yo) e taxa de progresso da doenga (r) obtidas da modelagem dos dados de
severidade da mancha das folhas da videira, cultivar Bordd (Vitis labrusca), plantas

tratadas com produtos alternativos, nas safras 2016/2017 e 2017/2018, Pinhais, Parana,

Brasil.
Estimativa dos parametros
Tratamento
a Yo r
Safra 2016/2017
Testemunha 0,251%* 0,006 0,129
Agua 0,288% 0,015 0,095
Acetato de eugenila - -0,389%%* 0,084
Calda Bordalesa (Bordasul®) - 0,136** 0,169
PTCV! - -0,168%%* 0,043
Serenade®? - -1,311%* 0,215
Serenade®? + melado de cana 1% - -0,468** 0,132
Serenade®? + melado de cana 2% 0,094* 0,015 0,178
Safra 2017/2018
Testemunha 1,052* 0,002 0,096
Acetato de eugenila 0,357* 0,004 0,090
Acetato de eugenila + KHCO33 0,236* 0,002 0,107
Calda Bordalesa 0,312* 0,0001 0,174
PTCV! 1,707* 0,003 0,055
Serenade®? 0,901* 0,004 0,074
Serenade®? + melado de cana 1% 0,906%* 0,004 0,082
Serenade®? + melado de cana 2% - -9,187** 0,692

'PTCV — produto tecnologico a base de extrato de planta. 2 Biofungicida a base da bactéria Bacillus subtilis.

3 Bicarbonato de potassio. *Modelo logistico. ** Modelo linear.
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Tabela 4. Valores de concentracao efetiva (pug L-") para inibir 50% (ECso) da germinagao
de conidios e crescimento micelial de P. vitis para os diferentes produtos alternativos

testados a campo, Pinhais, Parana, Brasil.

ECso(ug L-")
Tratamento
Germinagao Crescimento micelial
Acetato de eugenila 84,6 62,6
Acetato de eugenila + KHCOs! 30,9 38,5
Calda Bordalesa 201,6 446,5
PTCV? 432 68,9
Serenade®? 85 74,8
Serenade® + melado de cana 1% 82,7 152,7
Serenade® + melado de cana 2% 83,4 144,1

'Bicarbonato de potassio. > Biofungicida a base da bactéria Bacillus subtilis. * PTCV — produto

tecnologico.
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ANEXOS

Tabela 1. Erro padrao residual (Erro) e coeficiente de determinacdo entre valores

observados e preditos (R*2) e critério de informagao de Akaike (IAC), para os modelos

linear, exponencial e logistico ajustados aos dados do progresso temporal da incidéncia

da mancha das folhas da videira, cultivar Bordd (Vitis labrusca), plantas tratadas com os

produtos alternativos, nas safras 2016/2017 e 2017/2018.

Linear Monomolecular Logistico
Tratamento
Erro R*?  AIC Erro  R**  AIC Erro R**  AIC
Incidéncia safra 2016/2017
Testemunha 0,181 56 -12 0,142 75 -24 0,135 76 -26
Agua 0,198 56 -71,3 0,136 80  -27 0,116 85 -36
Acetato de eugenila 0,186 64 -11 0,147 79 =22 0,129 86 -31
Calda Bordalesa 0,148 19 23 0,093 70 48 0,148 24 24
PTCV? 0,269 43 10 0,253 53 7.4 0,248 53 53
Serenade™ 0,233 58 2,1 0,136 86  -27 0,1 92 45
Serenade® + melado de cana 1% 0,211 59 -3,5 0,152 80 221 0,132 84 -29
Serenade®? + melado de cana 2% 0,239 55 33 0,182 76 -10 0,152 82 -21
Incidéncia safra 2017/2018

Testemunha 0,204 45 -4,2 0,129 80 -25 0,127 80 -26
Acetato de eugenila 0,177 59 -11 0,14 76 221 0,137 76 -23
Acetato de eugenila + KHCO3! 0,2 60  -45 0,152 79  -17 0,146 80 -20
Calda Bordalesa 0,188 62 -8, 0,109 88  -33 0,109 88 -34
PTCV? 0,191 46  -7,5 0,103 86  -35 0,101 85 -37
Serenade™ 0,198 45 55 0,03 98 -94 0,03 98 -96
Serenade® + melado de cana 1% 0,179 45 -10 0,059 94 -62 0,058 94 -68
Serenade®? + melado de cana 2% 0,231 46 1,7 0,051 97 -69 0,05 97 -71

'Bicarbonato de potassio. 2 Biofungicida a base da bactéria Bacillus subtilis. > PTCV — produto

tecnologico a base de extrato de planta. Assintota maxima fixada em 100% ou 1.
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Tabela 2. Erro padrao residual (Erro) e coeficiente de determinacdo entre valores

observados e preditos (R*2) e critério de informagao de Akaike (IAC), para os modelos

linear, exponencial e logistico ajustados aos dados do progresso temporal da severidade

da mancha das folhas da videira, cultivar Bordo (Vitis labrusca), plantas tratadas com

produtos alternativos, nas safras 2016/2017 ¢ 2017/2018.

Linear Exponencial Logistico
Tratamento
Erro R*?  AIC Erro  R*  AIC Erro  R*  AIC
Severidade safra 2016/2017
Testemunha 4,256 75 164 3,729 81 157 0,034 84 -104
Agua 4,374 70 166 3939 77 190 0,038 78 97
Acetato de eugenila 0,729 80 66 0,737 80 66 0,007 83 -193
Calda Bordalesa 2,309 60 125 2,596 51 132 0,02 71 -128
PTCV? 0,523 67 47 0,558 63 51 0,005 69 -210
Serenade™? 1,173 91 92 1,306 89 98 0,009 94 -173
Serenade®? + melado cana 1% 0,883 87 76 1,09 81 88 0,008 88 -182
Serenade™ + melado cana 2% 3,759 48 157 3,999 43 161 0,037 52  -99
Severidade safra 2017/2018

Testemunha 14,1 74 199 6,84 94 164 0,063 95 -59
Acetato de eugenila 5,386 71 152 3,714 87 134 036 8  -86
Acetato de eugenila + KHCO3! 6,007 55 158 5306 66 152 0,525 68  -68
Calda Bordalesa 7,631 66 169 6,581 76 172 0,056 83  -65
PTCV? 4,898 73 148 3,048 90 125 0,031 90  -93
Serenade™ 8,994 70 177 545 89 153 0,054 90  -66
Serenade®? + melado cana 1% 10,89 72 186 6,544 90 162 0,064 91 -58
Serenade®™ + melado cana 2% 3,759 48 157 0,037 52 -99 3,999 43 161

'Bicarbonato de potassio. 2 Biofungicida a base da bactéria Bacillus subtilis. > PTCV — produto

tecnologico a base de extrato de planta.
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Figura 1. Severidade da mancha da folha da videira, cultivar Bordd (Vitis labrusca),
plantas tratadas com os produtos alternativos e testemunha (sem aplicacdo), safra
2016/2017, Pinhais, Parana Brasil. Pontos representam as plantas avaliadas (quatro

plantas por tratamento).
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Figura 2. Severidade da mancha da folha da videira, cultivar Bordd (Vitis labrusca),
plantas tratadas com os produtos alternativos e testemunha (sem aplicacdo), safra
2017/2018, Pinhais, Parana Brasil. Pontos representam as plantas avaliadas (quatro

plantas por tratamento).
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